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Resumo

RESUMO

A manipulacdo genética de mosquitos possibilita a insercdo de moléculas efetoras que
podem inibir o desenvolvimento de espécies de Plasmodium. O presente trabalho teve
como objetivo estudar duas moléculas antiparasiticas [gomesina e fosfolipase A, (PLA;m)]
como candidatas a expressdo em mosquitos. O peptideo antimicrobiano gomesina da
aranha Acanthoscurria gomesiana, foi capaz de inibir o desenvolvimento das formas
sanguineas das cepas W2 e 3D7-GFP de P. falciparum, com valores de ICs, de 75,8 e
86,6uM, respectivamente. Além disso, mostramos que esta molécula na concentracao foi
capaz de reduzir em até 100% o desenvolvimento de oocinetos de P. berghei (a 50uM) e
oocistos de P. falciparum (a 100uM) Anteriormente, experimentos in vitro, mostraram que a
enzima fosfolipase A, (PLA;) isolada do veneno de abelha apresentou acao inibitéria sobre
o desenvolvimento de P. falciparum e P. gallinaceum, mas apresentou efeitos deletérios em
mosquitos transgénicos, quando na sua forma ativa. Neste trabalho, expressamos em
bactérias e purificamos uma forma mutante da proteina (PLA.m). Na concentracdo de
0,1umol/l a proteina recombinante foi capaz de reduzir em até 79% o ndmero de oocistos
de P. gallinaceum em mosquitos Aedes fluviatilis, quando adicionada ao sangue de aves
domésticas (Gallus gallus domesticus) infectadas. Para a geracdo de mosquitos
transgénicos utilizamos o promotor da proteina 1 da matriz peritréfica de An. gambiae
(AgPerl) para dirigir a expressdao do gene da PLA.m. A construcdo do gene hibrido
(AgPerl/PLA,m) foi inserida no elemento de transposicao piggyBac, que contém como
marcador, o gene da proteina verde fluorescente melhorada (EGFP). Pela microinjecéo de
770 embrides, foram formadas 15 familias e, apds a selecdo de cerca de 22.000 larvas
foram obtidas quatro linhagens transgénicas, representando uma eficiéncia na
transformacé@o de 27%. A expressdo do EGFP foi observada no tubo neural e olhos de
larva, pupa e adulto. Utilizando iniciadores especificos, confirmamos, pela PCR, a presenca
dos genes EGFP (700pb) e PLA,;m (500bp). A producdo do RNAm da PLA,m foi especifica
no intestino de fémeas, ndo variando apdés a alimentacdo sanguinea. Por microscopia
confocal detectamos a presenca da proteina PLAom no intestino dos mosquitos
transgénicos. Além disso, ensaios de bloqueio ao parasita mostraram reducao significativa
do desenvolvimento de oocistos de P. gallinaceum, de 17,5 a 68,5%, nas quatro linhagens
transgénicas. Este estudo mostra a importancia de moléculas efetoras e da geracdo de
mosquitos transgénicos como estratégia alternativa de controle da maléria, bem como, uma

ferramenta para estudos de interacdo parasita/ vetor invertebrado.
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Abstract

ABSTRACT

The genetic manipulation of mosquitoes allows the insertion of effector molecules to
block the development of Plasmodium spp. This work aimed to study two antiparasitic
molecules [gomesin and phospholipase A, (MPLA;)] as candidates for expression in
transgenic mosquitoes. Gomesin, an antimicrobial peptide from the Acanthoscurria
gomesiana spider, was able to inhibit the growth of intraerythrocitic stages of both W2
and 3D7-GFP P. falciparum strains, at ICsp of 75.8 and 86.6uM, respectively.
Furthermore, we showed that this molecule was able to reduce up to 100% the
development of P. berghei ookinetes (at 50uM) and P. falciparum oocysts (at 100uM).
Previously, in vitro experiments have shown that the bee venom phospholipase A;
(PLA2) inhibits both P. falciparum and P. gallinaceum oocyst development, although it
also presented deleterious effects to mosquitoes when expressed in transgenic
anophelines, as an active enzyme. In this work, we expressed in bacteria and purified a
mutant form of PLA, (mPLA;). When mixed with P. gallinaceum infected blood, at
0,1umol/l, the mPLA; recombinant protein was able to reduce up to 79% the number of
oocysts in Aedes fluviatilis mosquitoes. In order to generate transgenic mosquitoes we
used the Anopheles gambiae peritrophic matrix protein 1 promoter (AgPerl) to drive the
mPLA, expression. The hybrid gene construct (AgPerl/mPLA;) was inserted into the
piggyBac transposable element which contains the green fluorescent protein gene
(EGFP), as a marker. By injecting 770 Ae. fluviatilis embryos 15 families were formed
and, after screening more than 22,000 larvae, we obtained four transgenic lines (27% of
transformation efficiency). EGFP expression was observed on eyes and neural tubes of
mosquito larvae, pupae and adult. Employing specific primers we confirmed, by PCR,
the presence of the EGFP (700bp), as well as the mPLA; (500bp) genes. The effector
molecule (mMPLA;) mRNA expression was specific to female midguts and was not
induced by a blood. By confocal microscopy we detected the presence of the mPLA;
protein only in transgenic mosquitoes” midguts. Moreover, parasite blocking assays
showed significant reduction on P. gallinaceum oocyst numbers (17.5 to 68.5%) in all
four transgenic lines. This study shows the importance of parasite effector molecules
and the generation of transgenic mosquitoes as an alternative malaria control strategy

as well as a tool in studies of vector/parasite interactions.
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1. INTRODUCAO

1.1. Situacéao epidemiolégica da Maléaria

A Malaria é hoje considerada um dos principais problemas de salde publica.
A estimativa é de 350 a 500 milhdes de novos casos a cada ano no mundo,
resultando em mais de um milhdo de mortes, principalmente em criangas menores
de cinco anos de idade e mulheres gravidas em paises africanos. Devido a sua
ampla incidéncia e aos efeitos debilitantes possui grande impacto econdémico ao
reduzir a capacidade produtiva da populacédo acometida (WHO, 2006; MS, 2006a).

Aproximadamente 90% dos casos de malaria concentram-se no continente
africano, na Africa sub-sahariana, e os 10% restantes s&o distribuidos entre o
Sudeste Asiatico, América Latina e Oceania (WHO, 2005).

Cerca de trés bilhdes de pessoas vivem em areas com risco de infec¢ao pelos
agentes causadores da malaria (Guerra et al., 2006). Na América Latina, o Brasil € o
pais que mais registra casos de malaria e a regido da Amazénia Legal é responsavel
pela quase totalidade da doenca no pais. Em 2006, foram registrados cerca de 540
mil casos, dos quais 99,9% na Amazobnia Legal, considerada a area endémica do
pais (MS, 2007).

O aumento do numero de casos de malaria no mundo pode ser atribuido
principalmente a resisténcia dos parasitas as drogas, a resisténcia dos mosquitos
aos inseticidas utilizados, e a falta de uma vacina eficaz disponivel comercialmente
(WHO, 2005). No Brasil o aumento da doenca ocorreu em funcdo do crescimento da
imigracdo e a colonizacdo da floresta Amazénica (McGreevy et al., 1989; Trigg e
Kondrachine, 1998). Nas décadas de 70 e 80, o desenvolvimento intensificado da
Amazobnia acelerou os processos migratorios, atraindo moradores de outras regides
do pais, gracas aos projetos de colonizacdo e expansdo da fronteira agricola,
construcdo de estradas e hidrelétricas, projetos agropecuarios, extracdo da madeira
e mineracdo. Nesta regido as precérias condi¢cdes socio-econdmicas da populacao
migrante determinaram a rapida expansdo da doenca (FUNASA, 2001a; Silveira e
Rezende, 2001). Além dessa situacao, houve também problemas com invasdées em
areas urbanas, como foi o caso de Manaus/AM e Porto Velho/RO, as quais se tém
configurado como importantes locais de infecgdo por receberem intenso fluxo de
pessoas que se deslocam de outros municipios em busca de oportunidades de

trabalho ou em razdo de necessidades comerciais. Como consequéncia, esses
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municipios concentraram 21,1% do total de casos de maléaria ocorridos na regiao
Amazobnica em 2005 (MS, 2006a).

Vérios programas de controle da malaria tém sido propostos nos ultimos 60
anos. Em 1955, a OMS elaborou o Programa de Erradicacdo da Malaria que incluia
o controle vetorial através do uso de inseticidas de acdo residual como o DDT
(Dicloro-Difenil-Tricloroetano) e o tratamento em massa com um antimalarico de
baixa toxicidade (cloroquina). Este esforco mundial para erradicar a doencga apesar
de bem sucedido em varios paises, apresentou efeito limitado em extensas regides
da Africa, Asia e América do Sul, incluindo a Amazénia brasileira. Todavia, a
emergéncia da resisténcia dos parasitas aos antimalaricos e as limitacdes ao uso de
inseticidas desencadearam um agravamento da situacao epidemiolégica da malaria
nas trés ultimas décadas. O reconhecimento deste panorama fez com que a
estratégia de combate ao problema fosse modificada ao longo dos anos. Apés
guase metade de um século, o primeiro programa de erradicacdo global da malaria
foi proposto através de uma iniciativa denominada Roll Back Malaria (RBM) criada
em 1998 pela OMS, Unicef e o Banco Mundial. Esta iniciativa tem como objetivo
manter a malaria sob controle reduzindo a mortalidade e a carga econémica da
doenca, em paises subdesenvolvidos, através de ac¢des intersetoriais. O objetivo &
reduzir a transmissdo da malaria até 2010 (L6pez-Antuiiano, 1992; Passos e Fialho,
1998, Loiola et al., 2002).

Em 2002, o projeto genoma do principal parasita causador da malaria
humana, o Plasmodium falciparum, foi finalizado através de um consércio
estabelecido entre varios laboratérios (Gardner et al.,, 2002). Além disso, 0s
genomas de ambos hospedeiros, humano e o mais importante vetor da maléria, o
mosquito Anopheles gambiae foram concluidos (Mural et al., 2002; Holt et al., 2002).
Estas descobertas abriram perspectivas que levam a novas estratégias de controle
da doenca, no que se refere ao controle vetorial, quimioterapia e desenvolvimento

de vacinas (Gardiner et al., 2005).

1.2. Os parasitas da malaria e o ciclo biolégico dos plasmédios

Os parasitas causadores da malaria pertencem ao filo Apicomplexa, familia
Plasmodiidae e género Plasmodium. Atualmente sdo conhecidas cerca de 150
espécies causadoras de malaria em diferentes hospedeiros vertebrados. Destas

apenas quatro espécies parasitam o homem: Plasmodium falciparum, P. vivax,
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P. malariae e P. ovale. Este ultimo é distribuido na Africa sub-sahariana e nas ilhas
do oeste Pacifico (Collins e Jeffery, 2005).

O ciclo de vida do parasita € do tipo heteroxénico requerendo dois tipos de
hospedeiro: o0 invertebrado, onde o0 parasita alcanca a maturidade sexual
denominado hospedeiro obrigatério e o vertebrado, onde ocorre a multiplicacdo
assexuada, o hospedeiro intermediario. A transmissdo da malaria ao homem se da
guando fémeas de mosquitos do género Anopheles inoculam parasitas durante o

repasto sangu ineo.

1.2.1. Ciclo do parasita no hospedeiro vertebrado

A infeccdo de um hospedeiro vertebrado pelo parasita da malaria comeca
quando uma fémea do mosquito Anopheles infectada com espécies de Plasmodium
injeta parasitas na derme do hospedeiro. Neste estagio do ciclo de vida, o parasita é
um esporozoito, uma célula alongada e ativamente movel. Apos a injecdo, 0s
parasitas movem-se através da derme, entram em contato com um vaso sanguineo,
caem no sistema circulatorio (~70%) ou linfatico (~30%) até atingirem o figado
(Amino et al.,, 2006; Vanderberg e Frevert, 2004). No sistema circulatério, o0s
esporozoitos, ou formas exoeritrociticas (EEF), rapidamente atingem os sinusoides
hepaticos, em um movimento conhecido como glinding sobre o endotélio e
interagem com proteoglicanos de heparan sulfato nos hepatdcitos. Posteriormente
atravessam a camada sinusoidal, possivelmente através das células de Kupfer
(Frevert et al., 2006). Uma vez sequestrados nos sinusoéides, 0s esporozoitos
atingem e invadem o0s hepatdcitos. Os esporozoitos que foram drenados pelo
sistema linfatico sdo encaminhados para os linfonodos proximais, onde a maioria €
degradada, mas alguns podem parcialmente desenvolver e liberar antigenos das
formas EEF (Amino et al., 2006).

Ao entrarem nos hepatdcitos, as EEF se diferenciam em trofozoitos, que,
apos sofrerem vérias divisbes por esquizogonia, formam os esquizontes. Quando
chegam a fase madura estes se rompem liberando milhares de merozoitos que
caem na corrente sanglinea e invadem as hemacias. Sturm et al. (2006) mostraram
gue 0s merozoitos também podem ser encontrados em vesiculas denominadas
merossomos 0s quais sdo capazes de transportar centenas de merozoitos para a
corrente sanguinea, assim como protegé-los contra as células de Kupfer do figado.

ApoOs emergirem dos hepatdcitos e invadirem os eritrocitos 0s merozoitos
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iniciam a fase intraeritrocitica. A interacdo dos merozoitos com o eritrécito envolve o
reconhecimento de receptores especificos entre eles o0 antigeno do grupo sanguineo
Duffy para P. vivax e varias glicoforinas e outros receptores para P. falciparum
(Deepak et al., 2004). Ao invadir o eritrdcito, o parasita passa por outros estagios de
desenvolvimento, os trofozoitos e esquizontes. Apdés algumas geracdes de
merozoitos sanguineos, uma pequena parcela de parasitas se diferencia em
gametocito, que ndo mais se divide e que seguira o seu desenvolvimento no
mosquito vetor (Fig. 1. a - c).

O periodo de incubacdo da malaria varia de acordo com a espécie de
Plasmodium, cerca de 12 dias para P. falciparum, 14 dias para P. vivax, e 30 dias
para P. malariae. Se o contagio for por meio de transfusdo sanguinea, o periodo de
incubacdo normalmente é breve, variando conforme a quantidade de parasitas
presentes (MS, 2006b). A fase inicial da doenca é caracterizada por mal-estar,
cefaléia, cansaco e mialgia que geralmente precedem a classica febre da malaria. O
ataque paroxistico agudo (acesso malérico) coincide com a ruptura das hemacias ao
final do ciclo eritrocitico, levando a liberacdo de produtos toxicos, metabdlitos do
parasita, e producdo de citocinas inflamatdrias que desencadeiam o aparecimento

da anemia e febre (Jaramillo et al., 2004).

1.2.2. Ciclo do parasita no hospedeiro invertebrado

A jornada do parasita no mosquito comeca logo apés a ingestdo de sangue
infectado contendo os gametécitos (Baton e Ranford-Cartwright, 2004). No Ilimen do
intestino médio do mosquito, gametécitos fémea (macrogametécito) e macho
(microgametocito) amadurecem e, dentro de alguns minutos, diferenciam em
gametas apOs exposicao a fatores ambientais e especificos do mosquito que podem
variar nas diferentes espécies de Plasmodium. Estes fatores incluem queda da
temperatura em 5°C, aumento no pH, e exposicdo ao acido xanturénico (Billker et
al., 1998). Uma cascata de transducdo de sinal resulta na liberacdo de calcio no
citoplasma do gametocito, causando o inicio do desenvolvimento e a emersdo dos
eritrécitos. Uma proteina quinase dependente de calcio, CDPK4, é ativada em
gametdcitos machos e regula a exflagelacdo e a geracdo de oito gametas moveis
(Billker et al., 2004).

Apos a fusdo dos gametas forma-se o zigoto, por volta de 1h apos a ingestéao

de sangue infectado, que amadurece e diferencia-se em oocineto. Este estagio
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invasivo do parasita € capaz de penetrar no epitélio do intestino médio do mosquito
24h apos a alimentacdo sanguinea e se transformar em oocisto (Lehane e
Billingsley, 1996; Shahabuddin, 1998).

O oocisto desenvolve-se no espaco entre a lamina basal e o epitélio do
intestino médio (Meis e Ponnudurai, 1989). Em cada oocisto, sdo ativadas as
maquinarias de replicacdo do DNA e de sintese de proteinas para a amplificacao
assexuada do numero de parasitas, conhecido como esporogonia. No final da
esporogonia ocorre a producdo de milhares de parasitas no estagio de esporozoita
confinados dentro de um oocisto encapsulado (Meis et al., 1992).
Consequientemente, a capsula do oocisto se torna mais fina e fragmentada,
possibilitando o aparecimento de perfuragdes, por onde 0s esporozoitos escapam
(Strome e Beaudoin, 1974; Meis et al., 1992). Na hemolinfa, os esporozoitos seguem
em direcdo a glandula salivar, infectando os lobulos lateral-distal e mediano. A
invasdo das células epiteliais da glandula salivar ocorre através da formacéo de um
vacuolo parasitoforo, seguido pela interacdo dos esporozoitos com a lamina basal e
invaginacdo do plasmalema da célula do hospedeiro. Um vacuolo parasitéforo é
formado ao redor dos esporozoitos durante seu escape das células da glandula
salivar. A acéo final do parasita no mosquito é a ruptura deste vacuolo e a migracéo
dos esporozoitos para os ductos salivares, de onde sdo ejetados (Pimenta et al.,
1994). Ainda ndo esta claro como os esporozoitos atingem a glandula salivar.
Evidéncias recentes sugerem que a quimiotaxia possa desempenhar esta fungao
(Akaki e Dvorak, 2005); entretanto, outros estudos propdem que se trata de um
processo passivo, mediado somente pela circulacdo da hemocele (Rodriguez e
Hernandez-Hernandez, 2004). No préximo repasto sangliineo, o mosquito é capaz
de inocular as formas infectantes, e, consequentemente, iniciar o ciclo assexuado no

hospedeiro vertebrado (Fig. 1. d - f).
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Figura 1. Ciclo de vida do Plasmodium. (a) Esporozoitos (em verde) sdo injetados
juntamente com a saliva pela probdscide do mosquito (branco) na pele, onde eles invadem
os capilares (vermelho) ou vasos linfaticos (amarelo). (b) Parasitas (verde) no figado séo
mostrados como esporozoitos nos sinusodides dentro de um hepatdcito e se desenvolvem no
vacuolo parasitéforo. Uma célula de Kupfer, macrofagos hepéticos que delineia o endotélio
do sinusoide, e uma célula estrelada que habita o espaco de Disse que separa as células
endoteliais dos hepatoécitos, sdo mostrados em amarelo e azul, respectivamente. (c) um
merozoito (verde) invade um eritrécito, enquanto um outro eritrcito é infectado e adere ao
endotélio devido a geracdo de protuberancias (knobs) na superficie do eritrécito. (d)
Gametdcitos macho (azul) e fémea (rosa) que sédo captados pelos mosquitos diferenciam-se
em gametas. ApoOs a fertilizacao (parte de cima) um zigoto se forma. (e) Um oocineto (verde)
passa através do epitélio do intestino médio. A célula invadida é extruida do epitélio para o
limen do intestino. Um oocisto jovem € mostrado abaixo na lamina basal face a hemolinfa
do mosquito (azul). (f) Esporozoitos (verde) passam da hemolinfa através das células da
glandula salivar e cavidade salivar, onde se agregam (Adaptado de Amino et al., 2005).
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1.3. Mosquitos Transmissores da Malaria

1.3.1. Humana

Todos os transmissores da malaria humana sdo insetos do género
Anopheles, dos quais apenas reduzido numero tem importancia para a
epidemiologia da malaria. Os adultos (fémeas) sdo hemat6fagos e as fases imaturas
sdo aquaticas. Seu ciclo biolégico compreende as seguintes fases: ovo, quatro
estagios larvais, pupa e adulto (Consoli e Oliveira, 1998).

Os anofelinos tém ampla distribuicio no mundo. Na Africa, 0 mosquito
Anopheles gambiae Giles, 1902 € o principal vetor da maléria humana, atuando na
transmissao do P. falciparum que causa a forma mais grave da doenca. Este vetor €
altamente antropofilico, sendo atraido por habitagdes humanas, onde se alimentam
e realizam a postura dos ovos. A oviposicdo é realizada em pequenas porcdes de
agua expostas a luz solar, produzidos pelas chuvas. Além de haver um aumento do
namero de larvas durante as estacbes chuvosas, a abundancia anual deste
mosquito correlaciona-se altamente com a chuva. As larvas podem ser encontradas
em areas agricolas. Durante a estacdo seca, a reproducdo ocorre em porcdes de
aguas temporarias deixadas por cérregos secos ou associadas com a ocupacao
humana (Gwadz e Collins, 1996).

Na Asia e no oriente médio o mosquito Anopheles stephensi Liston, 1901 é
um importante vetor de malaria humana. Esta espécie com distribuicdo subtropical
tem sido descrita como zoofilica, embora tenha sido documentada atividade
antropofilica em algumas regides geogréaficas do Iraque e india (Hati, 1997). Em
laboratério, o An. stephensi é utilizado, em paises da Europa e Estados Unidos,
como um excelente modelo de malaria em roedores para elucidar as interacdes
entre o parasita e o hospedeiro (Levashina, 2004; Anderson et al., 2004; Baldacci e
Menard, 2004; Ishino et al., 2004).

No Brasil, mosquitos do subgénero Nyssorhyncus sdo considerados os mais
importantes vetores do parasita da malaria, sendo representados por Anopheles
darlingi Root, 1926, An. aquasalis Curry, 1932, An. albitarsis Lynch-Arribalzaga,
1878 dentre outros (Consoli e Oliveira, 1998). O An. darlingi é considerado o
principal vetor da malaria apresentando comportamento altamente antropofilico
(Deane, 1989; Rosa-Freitas et al.,, 1998; Tadei et al., 1998; Souza-Santos, 2002),

embora ja tenha sido capturado picando animais (Deane, 1989; Charlwood, 1996).
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Sua colonizacdo em laboratorio ndo foi possivel ainda, pois essa espécie necessita
de grandes espacos para realizar o v6o nupcial ou cOpula. Este anofelino esta
presente em todo o interior do pais, exceto nos locais mais secos do Nordeste, no
extremo Sul e em locais de maior altitude, sendo mais frequiente ao longo de
grandes rios e préoximos as florestas (Forattini, 1962; Consoli e Oliveira, 1998;
Neves, 2005). O An. aquasalis é encontrado em locais onde existem aguas salobras.
A presenca desses mosquitos em areas distantes do litoral se deve a presenca de
cloretos no solo ou a invasdo do terreno pelas marés, como ocorre na area de
Belém, Para (Consoli e Oliveira, 1998). Seus criadouros sédo colecbes de aguas
paradas e salobras ensolaradas ou parcialmente sombreadas. E uma espécie cuja
densidade populacional é diretamente influenciada pela presengca das chuvas:
menor com 0 avancar da época mais seca; maior quando se iniciam ou finalizam os
periodos chuvosos.

Outro Nyssorhyncus, que também exerce importante papel na transmisséo, &
o An. albitarsis Lynch- Arribédlzaga, 1878. Este mosquito faz parte de um complexo
de pelo menos quatro espécies, o An. albitarsis s.s., o An. albitarsis sp. B, o
An. deaneorum Rosa Freitas, 1989 e o An. marajoara Galvdo e Damasceno, 1942. A
existéncia do complexo foi sugerida por analises comportamentais (Galvdo e
Damasceno, 1944) e confirmada através de andlises bioquimicas (Steiner et al.,
1982, Narang et al.,, 1993), citologicas (Kreutzer et al., 1976) e morfoldgicas
(Linthicum, 1988; Rosa-Freitas, 1989) e, posteriormente pela analise do DNA por
RAPD (random-amplified polymorphic DNA) (Wilkerson et al., 1995). Em 2004, Lima
e colaboradores confirmaram o alto nivel de isolamento reprodutivo entre duas
espécies do complexo, o An. albitarsis s.s. e 0 An. deaneorum, evidenciando que se
tratam de espécies distintas. O complexo Albitarsis € amplamente distribuido no
Brasil e parece nao ter preferéncias com relacdo aos seus locais de criagcdo. As
formas imaturas tém sido encontradas nos mais variados tipos de criadouros,
temporérios ou permanentes, naturais ou artificiais, totalmente expostos a luz solar
ou completamente sombreados. Embora sejam muito disseminados néo apresentam
habitos uniformes, com relacdo ao ambiente humano. Assim, enquanto em certas
regides apresentam preferéncia zoofilica e exdfila, em outras manifesta acentuada
antropofilia, procurando insistentemente freqlentar habitagcbes humanas (Forattini,
1962; Consoli e Oliveira, 1998).

Véarios outros anofelinos do subgénero Nyssorhynchus sdo hoje considerados

vetores secundarios ou vetores potenciais, por serem principalmente exofilicos,
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zoofilicos e crepusculares, mas na auséncia dos seus hospedeiros preferenciais ou
nas épocas de elevada densidade, podem se alimentar no homem com dada
frequéncia. Nesse caso passam naturalmente a se infectar em algumas areas
endémicas de malaria, particularmente na Amazonia. Entre as espécies de vetores
secundarios, incluidas no subgénero Nyssorrhynchus, estdo: An. strodei Root, 1926
An. braziliensis Chagas, 1907, An. nuneztovari Galbadon, 1940, An. oswaldoi
Peryassu, 1922, An. triannulatus Neiva e Pinto, 1922, An. evansae Brethes, 1926 e
An. galvaoi Causay, Deane, Deane, 1943. Além de possuirem habitos
hematofagicos que nao lhes permitem freqiente contato com o homem, as espécies
de Anopheles supracitadas sdo geralmente pouco susceptiveis aos P. vivax e
P. falciparum, com excec¢do do An. nuneztovari (Consoli e Oliveira, 1998). Além das
espécies acima, reconhece-se igualmente o papel de transmissores de malaria trés
anofelinos de Mata Atlantica do subgénero Kerteszia: An. cruzii Dyar e Knab, 1903,
An. bellator Dyar e Knab, 1906 e An. homunculus Komp, 1937 (Consoli e Oliveira,
1998).

1.3.2. Aviaria

Um grande numero de espécies de mosquito € capaz de transmitir a malaria
aviaria quando infectado com P. gallinaceum, P. juxtanucleare entre outras espécies
de plasmddios aviarios. Aproximadamente 25 espécies de Aedes sdo susceptiveis a
infeccdo com P. gallinaceum (Garnham, 1966). O vetor natural do P. gallinaceum foi
descrito por Niles et al. (1965) como sendo 0 mosquito Mansonia crassipes. Em
condi¢cdes de laboratério, dois mosquitos tém sido empregados como vetores de
malaria aviaria. Sao eles o Aedes aegypti Linnaeus, 1762 e o Aedes fluviatilis Lutz,
1904 (Eyles, 1951; Tason de Camargo e Krettli, 1978; Daher e Krettli, 1980).

O mosquito Aedes aegypti € susceptivel a infeccdo pelo P. gallinaceum, no
entanto oferece riscos na transmissao de outras doencas como dengue e febre
amarela. E um mosquito cosmopolita, com ocorréncia nas regides tropical e
subtropical. Seus criadouros preferenciais sdo os recipientes artificiais, tanto os
abandonados pelo homem a céu aberto e preenchidos pelas dguas das chuvas,
como aqueles utilizados para armazenar agua para uso doméstico. As fémeas de
Ae. aegypti restringem seus hébitos hematofagos aos horarios diurnos, sendo o pico
de maior atividade no amanhecer a antes do crepusculo vespertino. Atacam o

homem e por vezes animais domésticos, a qualquer hora do dia. Seus ovos sao
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resistentes a dessecacdo o que possibilita sua manutencdo na estacdo seca
(Consaoli e Oliveira, 1998).

O Aedes fluviatilis € um excelente vetor experimental para maléria aviéria
principalmente em paises onde o Ae. aegypti oferece riscos na transmissédo de
doencas (Garnham, 1966). Apresenta vasta distribuicdo neotropical onde se estende
desde a Nicardgua até a Argentina. S&o mosquitos comuns em locais silvestres,
semi-silvestres, suburbanos, bem como urbanos. Constitui um excelente modelo
experimental, pois além de ndo transmitir doengas ao homem, é uma espécie de
facil manutencdo em laboratorio (Consoli, 1976). Em condi¢cdes experimentais,
apresenta habitos antropofilicos, podendo sugar o sangue de outros mamiferos,
aves e répteis. No ambiente urbano, € comum em criadouros associados a atividade
humana, no ambiente silvestre cria-se em escavagdes em rochas que acumulam
agua das chuvas. Os ovos de Ae. fluviatilis ao contrario dos ovos de Ae. aegypti ndo
resistem a dessecacdo por muitos dias (no maximo 30, em laboratério) (Consoli,
1976, Consoli e Willians, 1978, 1981, Forattini, 1965).

O modelo de maléria aviaria oferece algumas vantagens que sao o baixo
custo, a facilidade de manutencao das galinhas e a reprodutibilidade deste sistema
(Collins et al.,, 1986). Além disso, diversas pesquisas tém demonstrado a
proximidade evolucionaria entre o P. gallinaceum e o P. falciparum através de
analises filogenéticas dos genes que codificam a proteina circunsporozoita (CSP) e
a proteina relacionada a trombospondina (TRAP) (McCutchan et al., 1996;
Templeton et al., 1997; Polley et al., 2005).

1.4. Fisiologia da digestdo em mosquitos e interacdo com o plasmédio

1.4.1 Matriz peritrofica e enzimas digestivas

Apoés a ingestdo sanguinea ocorre a formacédo da matriz peritrofica (MP) na
maioria dos insetos hematéfagos, consistindo de uma estrutura semipermeavel
extracelular produzida pelo epitélio e formada por quitina, proteinas e
proteoglicanos, que protege o intestino médio (Wigglesworth, 1930; Peters, 1992).
Ha dois tipos de MP em insetos, diferenciando-se de acordo com suas propriedades
e locais de sintese. A MP tipo 1 é uma estrutura espessa (usualmente entre dois a
20um) produzida pelas células secretoras de todo ou parte do intestino médio. A
secrecdo da MP tipo 1 é ativada pela distencdo dramatica do epitélio do intestino

médio que ocorre durante a ingestdo sanguinea (Freyvogel e Jaquet, 1965). Muitos
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insetos hematéfagos, incluindo mosquitos, formam a MP tipo 1 apds a alimentagao
sanguinea. A MP tipo 2 é fina (usualmente menos do que 1um) e é sintetizada
continuamente a partir de um 6rgdo especializado, a cardia (ou pré-ventriculo), o
qual esta localizado na juncao do intestino posterior e médio. Mosquitos e muitos
outros insetos hematéfagos produzem MP tipo 2 durante a fase larvaria e tipo 1
durante a fase adulta.

As proteinas sdo os principais componentes da MP na maioria dos insetos
(Lehane, 1997; Wang e Granados, 2001). Elas correspondem de 22 a 55% da
massa total da MP de mosquitos adultos (Moskalyk et al., 1996, Wang e Granados,
2001), usualmente se observa, por eletroforese unidimensional, a presenca de cerca
de 12 proteinas, cuja maioria é glicosilada (Peters, 1992; Lehane, 1997). Vérias
destas proteinas da MP tém sido identificadas (Elvin et al., 1996; Casu et al., 1997,
Wang e Granados, 1997). Shen e Jacobs-Lorena (1998), clonaram o gene da
proteina 1 da matriz peritréfica de An. gambiae, AgPerl, mostrando que a proteina
prevista apresenta dois dominios de ligagdo a quitina conectada por uma sequéncia
curta ligadora, que contribuem para a formacdo de uma estrutura tridimensional,
quitina-AgPerl (Fig. 2). Em 2005, Shao et al., identificaram a partir de uma biblioteca
de cDNA, uma nova proteina da matriz peritréfica de Ae. aegypti, denominada
peritrofina 50 (Ae-Aper50), que apresenta cinco dominios de ligacdo a quitina. O
gene desta proteina € expresso exclusivamente no intestino de fémeas e sua

expresséao € fortemente induzida apos a alimentacdo sanguinea.

8Ag-Apcrl, Rﬂ AgChi-], === Chitin

Figura 2: Modelo proposto para a participacdo da AgPerl e de AgChit (uma quitinase
especifica do intestino) na formacdo e manutencdo da estrutura da MP. Os dois
dominios de ligacdo a quitina da proteina AgPerl ligam as cadeias poliméricas de quitina
para formar uma rede tridimensional, enquanto que a AgChitl se liga a quitina
hidrolisando-a, resultando na ruptura local e formacdo de descontinuidades na rede.
Adaptado de Shen e Jacobs-Lorena, 1998.
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A quitina € um polimero linear de N-acetilglicosamina, encontrado no
exoesqueleto e também na MP de inumeras espécies de insetos (Kramer e
Muthukrishnan, 1997). Os insetos podem apresentar quantidades variaveis de
quitina na MP, mas geralmente corresponde de 3 a 13% (Ibrahim et al., 2000; Wang
e Granados, 2001). A quitina da MP produz uma estrutura fibrosa, a fibra de quitina,
que é a forma cristalizada deste polimero, capaz de se intercomunicar com
moléculas de proteinas. A quitina provavelmente contribui para a resisténcia da MP,
de modo que esta possa suportar compressao e distensdo (Terra, 1996; Lehane,
1997).

Um outro componente da matriz peritréfica sdo os proteoglicanos,
macromoléculas formadas de proteinas e glicosaminoglicanos ligados
covalentemente. Estes tém sido encontrados na maioria das MPs (Eisemann e
Binnington, 1994; Terra, 1996; Lehane, 1997), e estdo possivelmente, envolvidas
nas propriedades de resisténcia e permeabilidade da MP (Tellam, 1996).

A MP de insetos € uma analogia ao muco gastrintestinal em mamiferos e
muitas das funcdes desempenhadas sdo semelhantes (revisado por Tellam, 1996;
Lehane, 1997; Wang e Granados, 2001; Shao et al., 2001). As funcdes da MP ainda
ndo estdo totalmente claras, no entanto, acredita-se que possa atuar facilitando a
digestdo sanguinea, como uma barreira de protecéo, prevenindo a invasao de virus,
bactérias, e outros patégenos (Peters, 1992; Jacobs-Lorena e Oo, 1996; Lehane,
1997). Além disso, em mosquitos, a MP também desempenha uma importante
funcdo na protecdo do epitélio do intestino médio de grandes quantidades de
derivados do heme que sdo bioprodutos da digestdo sanguinea (Pascoa et al.,
2002), bem como na assimilacdo e eliminacdo de ions toxicos de aménia (Kato et
al., 2002), tornando-a um alvo potencial para o controle de insetos (East et al., 1993;
Casu et al., 1997).

O processo de digestdo sanguinea nos insetos é facilitado majoritariamente
através da sintese de uma série de enzimas do intestino do inseto. Entre elas estdo
as tripsinas, quimiotripsinas e as carboxipeptidases. Existem duas formas de
tripsina, as tripsinas precoces e as tripsinas tardias. A primeira € denominada
tripsina precoce por apresentar-se em baixos niveis e ser sintetizada nas primeiras
4-6 horas apds o repasto sanguineo no lumen intestinal. A segunda ja é sintetizada
entre 8-36 horas apds o repasto sanguineo, apresenta-se em altos niveis no limen
intestinal e por isso foi denominada tripsina tardia. Esta enzima hidrolisa a maioria

das proteinas da alimentacdo sanguinea (Barilas-Mury et al., 1995). Lu et al. (2006),
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demonstraram por meio da técnica de RNAI que a atividade da tripsina precoce nao

€ necessaria para a ativacao transcricional da tripsina tardia.

Para completar a protedlise e o rendimento de aminoacidos da alimentacao
sanglinea, a atividade endoproteolitica deve ser complementada por exopeptidases.
Residuos de amino&cidos alifaticos sdo sequencialmente clivados na porgéo
carboxiterminal pela carboxipeptidase (Edwards et al., 2000). O RNAmM da
carboxipeptidase (CP) de An. gambiae €& expresso 3-4h apdés a alimentacdo
sanguinea enquanto em Ae. aegypti € expresso somente apos 24h no intestino
médio (Edwards et al., 1997; Edwards et al., 2000), onde se desenvolvem o0s
estagios iniciais do Plasmodium. Acredita-se que o promotor da CP tenha atributos
desejaveis para dirigir a expressao de genes de bloqueio e a invasao do parasita ao
intestino do mosquito (Edwards et al., 1997; Moreira et al., 2000).

As quimiotripsinas também desenvolvem um papel importante na digestdo de
insetos (Terra e Ferreira, 1994). A atividade de quimiotripsina foi encontrada em
todos os anofelinos testados até o momento como: An. stephensi, An. albimanus e
An. quadrimaculatus (Horler e Briegel, 1995). Genes de quimiotripsinas foram
identificados em Ae. aegypti e An. gambiae (Jiang et al., 1997; Shen et al., 2000).
Vizioli et al. (2001) clonaram dois genes de quimiotripsina de An. gambiae (Anchyml
e Anchym2), e observaram que a expressdo de ambos genes, induzidos apés
alimentacdo sangulinea, apresentaram uma cinética similar aquela observada nas
tripsinas tardias (Antrypl e Antryp2), complementando a digestdo do sangue. Em
contraste as tripsinas tardias que persistem na sua forma ativada, as quimiotripsinas
persistem por um tempo curto no limen intestinal, antes de serem rapidamente

degradadas.

1.4.2. Invasao do epitélio intestinal pelo plasmaodio

A primeira barreira que o oocineto enfrenta em sua migracdo para a saida do
intestino médio do mosquito é a matriz peritréfica (MP), uma estrutura acelular que
envolve o bolo sanguineo (Peters, 1992; Jacobs-Lorena e Oo, 1996; Lehane, 1997).
Para atravessar a MP a secrecdo de uma quitinase € essencial para a penetracao
desta barreira por P. falciparum e P. gallinaceum, mas parece ser menos importante
para P. berghei (Shahabuddin et al., 1996; Sinden et al., 2004). Para atravessar o
epitélio intestinal e interagir com a lamina basal, os oocinetos precisam penetrar no

citoplasma das células (Vlachou et al., 2004; Sinden et al., 2004, Ishino et al., 2006;
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Siden-Kiamos et al., 2006; Baton e Ranford-Cartwright, 2004). Um Unico oocineto
pode invadir varias células as quais se tornam apoptéticas e sdo extruidas do
epitélio por um mecanismo de restituicdo de actina, varidvel entre as diferentes
interacOes de mosquitos/parasitas (Barilas-Mury e Kumar, 2005).

Existem alguns modelos que explicam a invasdo do oocineto no epitélio
intestinal. O modelo proposto por Shahabuddin e Pimenta (1998), sugere que
oocinetos de P. gallinaceum invadem um tipo celular especifico no intestino de
Ae. aegypti, que expressa altos niveis de ATPase vesicular, menos basofilo,
desprovido de microvilosidases e com o citoplasma menos osmiofilico, as chamadas
células de Ross. Mais tarde, foi proposto um novo modelo, a teoria da bomba
relégio, em que oocinetos de P. berghei invadem células com microvilosidases que
ndo expressam altos niveis de ATPase no intestino de An. stephensi. Estas células
perdem as microvilosidases e induzem a expressao de Oxido nitrico sintetase (NOS).
Desta forma, a célula invadida é extruida do epitélio, por um anel de actina,
permitindo o reparo epitelial, sem perda de sua continuidade (Han et al., 2000). Mais
recentemente, foi proposto por Gupta et al. (2005), que durante a invasédo de
oocinetos de P. berghei e P. gallinaceum o epitélio do intestino médio dos mosquitos
An. stephensi e Ae. aegypti é reparado por um mecanismo que envolve a formacéo
de um cone de actina agregando a base da célula que aproxima sequencialmente,
expelindo o contetdo celular no lumen do intestino médio. No entanto, embora
muitos oocinetos invadam o intestino, uma grande fracdo de parasitas € perdida
durante a transicdo oocineto-oocisto devido a reacdo imune do mosquito que

envolve a lise ou melanizacéo (Bladin et al., 2004; Osta el al., 2004).

1.5. Controle de mosquitos transmissores de doencgas

Na década de 50, o controle da malaria focalizava-se no uso de DDT e outros
inseticidas, os quais contribuiram para a erradicacdo da doenca em muitos paises.
Entretanto, problemas associados com o0 custo econdémico, impactos ambientais,
possiveis efeitos sobre a saude humana e principalmente a resisténcia dos
anofelinos vetores de malaria aos inseticidas conduziram a substituicdo dos
inseticidas para novas alternativas de controle (Oaks, 1991; Curtis, 1994; WHO,
2005).

Organismos bioldgicos capazes de parasitar ou predar mosquitos podem ser

utilizados como uma medida de controle bioldgico, entre eles bactérias, predadores
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e fungos. Larvicidas bacterianos, baseados no uso do Bacillus thuringiensis
subespécie israelensis (Bti) e Bacillus sphaericus (Bs) tém sido utilizados
principalmente para o controle de vetores de filariose e outras doencas virais (WHO,
2005). A propriedade inseticida destas bactérias é devido a sintese de cristais
protéicos, durante a esporulacdo, causando toxicidade as larvas. Apesar dos
avancos nessa area de controle, ainda ha muitos impedimentos quanto ao uso
desse método em grande escala na pratica operacional de rotina, considerando os
custos, o baixo efeito residual, e a intolerdncia a exposicao direta da luz solar
(FUNASA, 2001b; Lee e Zairi et al., 2005).

O uso de peixes larvicidas tem sido difundido em varias partes do mundo
como alternativas auxiliares no controle de doengcas como a malaria e ou a dengue.
Peixes da familia Poecilidae e Cyprinodontidae tém sido utilizados com sucesso em
varios paises. O Gambusia affinis € muito eficiente em agua limpa enquanto o
Poecilia reticulata tolera altas temperaturas e pode ser usado com sucesso em
aguas poluidas organicamente (FUNASA, 2001b).

Estudos recentes tém focalizado o uso de fungos entomopatogénicos para
controle de mosquitos no campo e no laboratério, alternativa Util para os inseticidas
convencionais (Blanford et al., 2005; Scholte et al., 2005). A co-aplicacdo de fungos
com inseticidas tem sugerido como um mecanismo para solucionar o problema da
resisténcia aos piretroides utilizados. Além disso, moléculas isoladas recentemente
de fungos entomopatogénicos tém apresentado efeito direto sobre o P. falciparum.
(Rukachaisirikul et al., 2004).

Com o avancgo das técnicas de biotecnologia, o interesse no controle genético
de vetores tem aumentado. O objetivo principal consiste na propagacdo da
esterilidade ou outros fatores genéticos desejados nas geracbes sucessivas.
Atualmente, uma das estratégias utilizadas para o controle genético de insetos de
importancia agricola, baseia-se na técnica do inseto estéril (SIT). Esta técnica
consiste na esterilizagdo de machos pelo uso de irradiagdo ou substancias
esterilizantes (Knipling, 1959).

1.6. A engenharia genética como estratégia de controle de parasitas
Uma metodologia descrita como estratégia de controle de parasitas é

baseada no uso de um sistema genético letal induzido em fémeas, dominante,

repressor (RIDL), proposto como uma melhoria para o SIT. Este sistema é
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constituido por dois componentes, um gene que expressa uma proteina ativadora da
transcricdo, que € reprimido com tetraciclina (tTa), e um elemento promotor que ativa
a expressao de um gene letal (tRe). Na auséncia de tetraciclina, tTa se liga ao tRe
levando a expressdo do gene letal. Assim, a interrup¢do no fornecimento de
tetraciclina para o inseto a ser liberado resulta na morte da fémea. O acasalamento
do macho RIDL liberado com a fémea selvagem resulta na morte da progénie
feminina e assim conduz a reducao populacional. O RIDL tem sido desenvolvido em
Drosophila (Thomas et al., 2000) e est4 sendo adaptado para Aedes (Touré et al.,
2004).

Mais recentemente, com 0 método de paratransgénicos, € possivel a
utilizacdo de bactérias capazes de colonizar o intestino médio do mosquito
produzindo moléculas efetoras que possam inibir o desenvolvimento do parasita
causador da malaria (Riehle e Jacobs-Lorena, 2005). No entanto, este método
requer o estudo de moléculas capazes de eliminar ou inibir o desenvolvimento
destes patdégenos no mosquito. Riehle et al. (2007) expressaram duas moléculas
anti-plasmédio em bactérias, que foram capazes de inibir (de 23% a 41%) o
desenvolvimento de P. berghei em mosquitos An. stephensi.

O uso de insetos transgénicos vetores de doencas humanas foi proposto
como uma estratégia inovadora contra doencas transmitidas por insetos (Anon,
1991). A tecnologia de mosquitos transgénicos refratarios a doencas é baseada na
producdo de uma linhagem transgénica competitiva de mosquitos, carregando
gene(s) de bloqueio inserido a um elemento de transposicao para fixar os genes na

populacao.

1.6.1. Insetos vetores transgénicos como estratégia de controle de parasitas

1.6.1.1. Uso de Transposons para transformacao de insetos

Na década de 1940, estudos genéticos desenvolvidos por Barbara McClintock
mostraram a existéncia de elementos genéticos de transposicdo (TE) no genoma de
milho que afetavam o gene que conferia pigmentacdo aos graos. Estes elementos
tém a capacidade de se moverem no genoma devido a presenca do gene que
codifica a enzima transposase, e ocupam por¢des significativas do genoma da
maioria dos eucariotos. Por exemplo, no minimo 46% do genoma humano é

constituido por transposons (Lander et al., 2001). De acordo com seu mecanismo
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de transposicdo podem ser agrupados em duas categorias: elementos de Classe |,
gue medeiam a transposi¢ao de RNA, e de Classe Il, mediadores da transposicao de
DNA. Desta forma, os transposons constituem uma ferramenta valiosa para o estudo
da expresséo génica e producao de organismos transgénicos (Watson et al., 2004).

O primeiro exemplo de sucesso de transformacédo de um inseto veio com o
importante artigo de Rubin e Spradling (1982), que utilizaram um vetor contendo o
elemento de transposicdo P. Entretanto, este vetor se mostrou especifico para
Drosophila. Desta forma, a atencdo dos pesquisadores passou a ser direcionada
para outros sistemas de transposicdo. No final da década de 80, estudos
demonstraram a existéncia do elemento de transposi¢cao hobo, encontrado em varias
espécies de Drosophila, desenvolvido em um vetor para transformacgéo (Blackman e
Gelbart, 1989; Blackman et al., 1989). No entanto, este transposon se mostrou
menos eficiente do que o elemento P na transformacao de insetos ndo-drosofilideos
(Daniels et al., 1990).

Um grande avanco na transformacao de células germinativas de insetos veio
com o uso de um sistema constituido por dois vetores, um contendo o elemento de
transposicdo e o outro contendo o gene da transposase, denominado vetor
auxiliador (Helper). Esse sistema, chamado bipartido possibilita a integracdo do
transgene, logo apds a microinjecdo, tornando-se estavel. Nesse caso, como 0
plasmideo auxiliador ndo contém as sequéncias do elemento de transposicéo, este é
perdido no processo de divisdo celular. Com isso, 0 transposon se torna inativo no
genoma do organismo.

Enquanto os elementos P e o hobo tinham sido geralmente limitados a
transformacao de Drosophila, pelo menos quatro outros sistemas de tranposons da
classe Il passaram a serem utilizados na transformacao de outros insetos (Handler,
2001).

A primeira transformacdo de um inseto ndo-drosofilideo foi possivel com o
elemento Minos isolado de D. hidei (Franz e Savakis, 1991). Este elemento
apresenta 1,4kb, que ao contrario de outros tranposons da Classe Il tem repeticdes
terminais invertidas de 100pb, e sua unidade de transcricdo tem somente um intron.
O elemento Minos foi primeiramente utilizado para a transformacdo de
D. melanogaster e subseqiientemente, demonstrada em lepidépteras (Klinakis et al.,
2000), dipteros, como o mosquito An. stephensi (Catteruccia et al.,, 2000b) e,
recentemente em células de mamiferos (Drabek et al., 2003).

Mais recentemente, com a utilizacdo de outros elementos de transposicao, ja



18

Introducéo

foi possivel obter mosquitos transgénicos, vetores de viroses e de malaria. A
primeira transformacéo estavel de um mosquito foi publicada por Coates et al. (1998)
com o transposon mariner, Mosl e por Jasinskiene et al. (1998) (com transposon
Hermes) trabalhando com Ae. aegypti, os quais utilizaram um gene marcador de cor
de olhos. O elemento mariner foi descoberto em D. mauritiana em associa¢cdo com o
alelo instavel da cor de olhos (Jacobson et al., 1986). Apresenta um tamanho de
1,3kb com sequéncias de repeticdes invertidas de 28pb, e tem a especificidade de
inserir-se em sitios TA. Para a transformacao de Ae. aegypti com este elemento, o
gene da transposase do vetor auxiliador foi regulada pelo promotor de uma proteina
de choque térmico, HSP82 (Coates et al., 1998). O elemento Hermes apresenta um
tamanho de 2,7kb tendo uma sequéncia de repeticao invertida de 17pb, similar ao
hobo, cria uma duplicacédo de 8pb no sitio de insercdo. Além de sua participacédo na
transformacdo de mosquitos Ae. aegypti, também foi utilizado na transformacéao de
varios insetos, tais como, Tribolium castaneum (Berghamer et al., 1999), Stomoxys
calcitrans (O"Brochta et al., 2000) e Culex quinquefasciatus (Allen et al., 2001).

Um grande avanco na técnica veio com o uso do elemento de transposicao
piggyBac. Este elemento movel apresenta um tamanho de 2,4kb, sequéncias
repetidas invertidas nas extremidades de 10-30pb (Cary et al., 1989). Ele foi
derivado de um baculovirus infectando larvas da mariposa, Trichoplusia ni e tem a
capacidade de inserir-se em sitios especificos, TTAA, no genoma (Fraser et al.,
1996). Este transposon vem sendo utilizado para a transformacao de varias espécies
de organismos abrindo novos horizontes na transformacdo de insetos (Handler e
Harrell, 1999, 2001a; Handler e Maccombs, 2000; Grossman et al., 2000; Peloquin et
al., 2000; Lobo et al., 1999; Tamura et al., 2000, Kokoza et al., 2001, Ito et al., 2002,
Nolan et al., 2002, Moreira et al., 2002), de células de mamiferos (Ding et al., 2005)
e de parasitas, como P. falciparum (Balu et al., 2005). Recentemente, foi
demonstrado que uma transposase quimérica, contendo o dominio de ligacdo Gal-4
em sua porcdo amino-terminal, presente no plasmideo Helper, foi capaz de
aumentar a atividade de transposi¢cao do elemento piggyBac além de direcionar as
integracbes para sitios especificos no genoma de mosquitos Ae. aegypti
(Maragathavally et al., 2006), tornando este sistema de transformacédo ainda mais
especifico.

O desenvolvimento da técnica de transformacdo de mosquitos vetores de
parasitas tem crescido rapidamente nos ultimos anos com grandes conquistas. O

direcionamento da pesquisa desde a caracterizacdo de promotores especificos para
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determinados Orgaos até a descoberta de genes antiparasiticos especificos pode ser
facilmente aplicavel em diversos sistemas de associacdo de vetores/parasitas, o que
facilita a difusdo destas técnicas para outras espécies de insetos vetores onde ainda
nao foi tentada a técnica de transformacéo.

1.6.1.2. Uso de genes marcadores e seus promotores para transformacao

Os genes marcadores sao utilizados para permitir a identificacdo de
organismos transgénicos. Expressando o gene marcador, 0 mosquito transgénico
sera diferenciado dos mosquitos selvagens verificando, assim, o sucesso da
transformacao. Inicialmente, genes de resisténcia a inseticidas e antibidticos eram
utilizados como marcadores para transformacdo de mosquitos (Miller et al., 1987,
McGrane et al., 1988; Morris et al., 1989). Este método apresentava muitas
limitagBes no que se refere a sobrevivéncia e a selegcdo das larvas transformadas.
Mais tarde, o uso de genes que resgatavam a coloracdo do olho passou a ser
utiizado mostrando eficiéncia na identificacdo de Ae. aegypti transgénico
(Jasinskiene et al., 1998). No entanto, este marcador s6 se aplicava em espécies
que possuiam mutantes para a cor dos olhos, para que o resgate da coloracao
original fosse possivel, apds a incorporacdo do gene marcador.

Um grande avanco na técnica foi a utilizacdo da proteina verde fluorescente
(green fluorescent protein ou GFP), pois esta tem a vantagem de funcionar em
varias espécies de animais, incluindo insetos (Pinkerton et al., 2000; Horn e
Wimmer, 2000, Catteruccia et al., 2000b, Kokoza et al., 2001), células de mamiferos
(Cheng et al., 1996) e em espécies de protozoarios como P. berghei e P. falciparum
(De Koning-Ward et al., 1998; Kadekoppala et al., 2000).

O gene da proteina GFP foi clonado primeiramente por Prasher et al. (1992)
de uma agua viva (Aequorea victoria), com o objetivo de entender a biologia da
bioluminescéncia do organismo. A clonagem desse gene expandiu sua aplicacéo
para iniUmeras areas da pesquisa bioldgica, uma vez que poderia ser usado como
um marcador, inclusive para identificacdo de organismos transgénicos. Cormack et
al. (1996) e Yang et al. (1996) realizaram experimentos com um gene mutado desta
proteina que apresenta uma expressdao amplificada do GFP (enhanced green
fluorescent protein ou EGFP) que vem sendo utilizada em varios sistemas de

transgenia.
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Outras variacdes do espectro da GFP ja foram utilizadas como, por exemplo,
o azul (ECFP) e o amarelo (EYFP) (Horn et al., 2002). Semelhantes a EGFP, ambas
foram consideradas eficientes marcadores na transformagdo, porém o ECFP
apresentou uma fluorescéncia um pouco mais fraca que os outros (Horn e Wimmer,
2000). Outro marcador bastante utilizado é a proteina fluorescente vermelha (dsRed)
que apresenta uma fluorescéncia mais intensa que o GFP e pode se diferenciar
deste quando sao co-expressos (Handler e Harrell, 2001b; Nolan et al., 2002).

Dentre os promotores constitutivos utilizados para genes marcadores, estdo o
promotor da poliubiquitina de Drosophila melanogaster que foi usado com o
marcador EGFP para gerar e identificar os transgénicos de alguns insetos (Handler e
Harrell, 1999, 2001b; Heinrich et al., 2002) e um promotor do gene da actina de
D. melanogaster que funcionou adequadamente para 0s mosquitos Ae. aegypti,
An. stephensi e Culex quinquefasciatus (Pinkerton et al., 2000; Catteruccia et al.,
2000b; Allen et al., 2001). Porém, o promotor da actina ndo dirigiu uma expressao
consideravel e uniforme em moscas de estabulos, Stomoxys calcitrans (O’Brochta et
al., 2000). Uma desvantagem da utilizacdo dos promotores constitutivos é que eles
funcionam somente entre espécies proximas.

Um promotor considerado especifico e que vem sendo bastante utilizado nos
ensaios de transgenia € o 3xP3. Este promotor sintético é originario de um fator de
transcricdo, o Pax-6, que possui importante funcéo no desenvolvimento dos olhos e
do sistema nervoso central de todos os animais vertebrados e invertebrados
(Callaerts et al., 1997; Tsonis e Fuentes, 2006). A multimerizacdo de um sitio de
ligacdo (P3) do PAX-6 media a expressao do gene de fotorreceptores em Drosophila
melanogaster (Sheng et al., 1997). Berghammer et al. (1999) desenvolveram este
promotor baseado em trés repeticbes em tandem do sitio de ligacao P3, que dirige a
expressao do marcador principalmente para os olhos, mas também direciona para o
sistema nervoso central, papilas anais e parte traseira do intestino de
D. melanogaster (Horn et al., 2000). Este promotor, como 0s constitutivos, dirige a
expressdo em todos os estagios de desenvolvimento (embrido, larva, pupa e adulto),
0 que é interessante, pois o transgénico pode ser detectado logo apos a ecloséo dos
ovos. A expressdo em sistemas épticos permite a identificacdo de transgénicos em
organismos com cuticulas espessas e melanizadas. Porém em algumas espécies
como a mosca doméstica (Musca domestica) e 0 mosquito Ae. aegypti, a
pigmentacdo do olho nos adultos pode reprimir a visualizacdo da fluorescéncia

significativamente (Hediger et al., 2001; Kokoza et al., 2001).
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O promotor 3xP3 controlando a expressdo do gene codificador da EGFP
(3xP3-EGFP) desenvolvido por Berghammer et al. (1999) apresentou uma grande
eficiéncia e passou a ser largamente utilizado, comprovando a versatilidade para a
transgenia de animais (Horn e Wimmer, 2000). Além disso, por apresentar um
tamanho pequeno (1,3 kb), o 3xP3-EGFP permite que a construcdo dentro de um
elemento de transposicdo se torne pequena, aumentando as taxas de incorporacao

do gene.

1.6.1.3. Caracterizacdo de promotores para direcionar a expressdo do gene de

blogueio em mosquitos

Com o desenvolvimento da transformacdo estavel de mosquitos houve a
necessidade de se encontrar e estudar promotores que possam ser utilizados para
dirigirem a expressao génica de genes exdgenos em tecidos especificos, ativados
pela alimentacdo sanglinea e com um pico de expressdo determinado pelo
promotor. Isto € importante no caso de se desejar atingir o alvo que é o
parasita/virus que transmita a doenca.

Coates et al. (1999) demonstraram que 0s promotores da maltase e apirase
puderam dirigir a expressdo de luciferase especificamente nas glandulas salivares de
Ae. aegypti embora a expresséo tenha sido fraca. Catteruccia et al. (2005) demonstrou
que o promotor da proteina anti-plaquetaria de anofelinos (AAPP), especifico da
glandula salivar de fémeas, € fortemente induzido ap0s a alimentacdo sanguinea.
Utilizando este promotor, Yoshida et al. (2006) produziram mosquitos An. stephensi
transgénicos, abrindo novas perspectivas no uso de promotores para direcionar a
expressao de genes de bloqueio ao parasita.

Kokoza et al. (2000) demonstraram uma expressao forte e regulada de um
transgene, no corpo gorduroso do mosquito Ae. aegypti. Neste trabalho, os autores
mostraram que o promotor da vitelogenina pode dirigir uma forte expressao de um
peptideo antibacteriano, a defensina. A expressao do transgene foi induzida pela
alimentacdo sanglinea e a proteina recombinante permaneceu estavel por até 22
dias ap6s a inducdo. Além disto, a defensina produzida pelos mosquitos
transgénicos foi biologicamente ativa contra bactérias embora a acdo contra o
parasita da malaria ndo tenha sido mostrada.

Moreira et al. (2000) utilizaram promotores de genes relacionados a enzimas

digestivas (carboxipeptidases) especificos do intestino de duas espécies de
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mosquitos (An. gambiae e Ae. aegypti) para dirigirem a expressao de luciferase em
Ae. aegypti. A expressao desta proteina foi especifica do intestino do mosquito e
somente em fémeas, mostrando um pico semelhante a expressao enddgena dos
genes utilizados como promotores. Grande quantidade de luciferase foi produzida
pelo intestino dos mosquitos transgénicos, confirmada pelo forte sinal detectado em
analises de imunoblotting.

Abraham et al. (2005), utilizaram o promotor da proteina 1 da matriz
peritrofica de An. gambiae (AgPerl), para dirigir a expressdo do gene da PLA; em
mosquitos An. stephensi. A proteina € expressa somente no intestino de fémeas
adultas (Shen e Jacobs-Lorena, 1998) sendo armazenada nas células epiteliais na
forma de vesiculas, e logo apdés a alimentacdo sanguinea é liberada no Iumen
intestinal e incorporada a matriz peritrofica (Devenport et al., 2004). A proteina PLA;
dirigida pelo promotor AgPerl foi produzida e detectada no intestino por
imunoblotting, e sua localizacdo nas células epiteliais do mosquito, foi demonstrada

por imunofluorescéncia e por microscopia de transmissao (Abraham et al., 2005).

1.6.1.4. Genes de bloqueio ao parasita

A insercdo de genes exdgenos no genoma de um organismo é uma
ferramenta de grande importancia ndo s6 para o estudo de expressdo génica, mas
também para a sua utilizacdo em aplicacdes praticas. Os primeiros trabalhos com
mosquitos transgénicos estavam somente relacionados a demonstracdo da técnica e
a expressdo de genes marcadores em diversas espécies. Posteriormente, a
expressdo de genes de bloqueio de parasitas comecou a ser utlizada, para
possiveis aplicacdes praticas, como auxiliares no controle da transmissao.

A descoberta de que anticorpos que reconhecem antigenos na superficie das
glandulas salivares pudessem interferir na invasao do Plasmodium levaram Barr et
al. (1991) a identificarem um anticorpo monoclonal (4B7) contra a proteina de
superficie de P. falciparum (Pfs25). Este anticorpo foi capaz de inibir o nimero de
oocistos em mosquitos infectados com P. berghei. Outro anticorpo foi utilizado por
Brennan et al. (2000) que reconhece um antigeno de cerca de 100kDa na superficie
das glandulas salivares de An. gambiae. Alimentando-se mosquitos infectados com
este anticorpo conseguiu-se reduzir consideravelmente a invasdo das glandulas
salivares por esporozoitos de P. yoelii.

Outra metodologia foi estudada por De Lara Capurro et al. (2000) com a
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expressdo de um anticorpo de cadeia Unica (single chain antibody) contra a proteina
CSP (circumsporozoite protein) do parasita P. gallinaceum utilizando o virus Sindbis
como vetor. Esta proteina € um antigeno predominante da superficie dos
esporozoitos e talvez necesséria para o reconhecimento e invasdo das glandulas
salivares. Com a expressao deste anticorpo no mosquito, a invasédo das glandulas
pelos esporozoitos foi reduzida de 96,8% a 99,9% o0 que mostra a grande
importancia de se expressar anticorpos contra as formas dos parasitas como uma
estratégia de controle da doenca. Essa técnica é adequada no trabalho preliminar
para a determinacdo de expressdo de um gene exdgeno dirigida por um promotor
gue néo tenha sido testado antes para transformacéo estavel do inseto.

Existem varios peptideos e moléculas com ac¢do antiparasitica que vém sendo
testados quanto a sua capacidade de inibir o desenvolvimento de plasmdédios
humanos. Os peptideos anfipaticos lineares, magaininas e cecropinas, agem
reduzindo a formacé&o de oocistos de varias espécies de Plasmodium no intestino de
mosquitos quando injetados na hemocele (Gwadz et al., 1989). A atividade
antiparasitica de ambos os peptideos os tornam excelentes candidatos para
bloqueio da transmissao do parasita no mosquito. Em 2004, Kim et al., produziram
mosquitos expressando o gene da cecropina. Neste estudo, 0s autores mostraram
uma reducao de cerca de 60% do numero de oocistos de P. berghei nos mosquitos
An. gambiae transgénicos.

Os primeiros peptideos catibnicos ricos em residuos de cisteina que
mostraram acao contra Plasmodium foram as defensinas, uma familia de moléculas
de 4kDa distribuidas em plantas e animais. Dois grupos de defensinas foram
capazes de interferir no desenvolvimento de oocistos de P. gallinaceum, quando
injetados em mosquitos, e esporozoitos isolados in vitro (Shahabuddin et al., 1998).

Um outro forte candidato para bloqueio da transmissdo do parasita é o
peptideo antimicrobiano gomesina, isolado da hemolinfa da aranha Acanthoscurria
gomesiana, pois além de inibir o crescimento de bactérias, fungos e levedura, possui
efeito sobre o protozoério Leishmania amazonensis (Silva et al., 2000). A gomesina
tem uma massa molecular de 2270,4 Da, com 18 residuos de aminoacidos, incluindo
um &cido piroglutamico na parte aminoterminal, e na extremidade carboxiterminal,
uma arginina alfa amidada, além de quatro residuos de cisteina formando duas
pontes dissulfeto (Lorenzinni et al.,, 2003). Em um estudo recente, 0s autores
mostraram que modificacfes na estrutura do peptideo gomesina (retirada de uma ou

das duas pontes dissulfeto presentes na molécula) resultam na diminuicdo da
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atividade antimicrobiana (Fazio et al., 2006). Em um estudo desenvolvido por nosso
grupo foi demonstrado o efeito inibitério da gomesina sobre os estagios sexuados do
P. berghei e P. falciparum, o que torna este peptideo um importante candidato para
uso na obtencdo de mosquitos transgénicos (Moreira et al., 2007).

Em 2001, Ghosh e colaboradores identificaram um peptideo antiparasitico de
12 aminoacidos a partir de uma biblioteca de bacteriéfagos, denominado SM1. Este
peptideo é capaz de ligar especificamente aos dois epitélios atravessados pelo
parasita da maléria, o da glandula salivar e do intestino médio do mosquito.
Utilizando esta molécula Ito et al. (2002) produziram mosquitos An. stephensi
expressando um tetramero de SM1, capazes de inibir em até 95% o
desenvolvimento de P. berghei. Estudos posteriores demonstraram que este
peptideo ndo afetou o desempenho dos mosquitos An. stephensi transgénicos
(Moreira et al., 2004) além de ser demonstrado recentemente que estes mosquitos
possuem desempenho superior aos mosquitos selvagens, quando infectados com
P. berghei (Marrelli et al., 2007).

Estudos prévios demonstraram que a proteina fosfolipase A, (PLA.S) de
venenos animais, inibe a formacao de oocistos de espécies de Plasmodium quando
administradas ao mosquito na alimentacdo sanguinea (Zieler et al., 2001). As PLA,s
de venenos animais sdo enzimas dependentes de Ca2+, apresentam uma massa
molecular em torno de 14 — 19KDa sé@o extremamente estdveis devido a presenca
de pontes dissulfeto em sua estrutura. Estas proteinas atuam hidrolisando
fosfoglicerideos para formar lisofosfolipideos e &acidos graxos, causando a
degradacédo de fosfolipideos de membrana (Van Deenen e De Haas, 1964). Em
2002, Moreira e colaboradores expressaram o0 gene da proteina fosfolipase A,
(PLAz) do veneno da abelha em mosquitos An. stephensi e observaram um bloqueio
de 77 a 99% em oocistos de P. berghei. Acredita-se que no intestino dos mosquitos
transgénicos a PLA, possa atuar como uma barreira fisica impedindo o
reconhecimento dos receptores do epitélio intestinal do inseto, pelos oocinetos e
com isso impedindo a invasao do mesmo.

Em 2004, Moreira e colaboradores demostraram a toxicidade da PLA; e seu
efeito deletério sobre a producdo de ovos de An. stephensi transgénicos. Mais
recentemente, Abraham et al., (2005) utilizando o promotor da proteina 1 da matriz
peritrofica de An. gambiae (AgPerl) expressaram a PLA, em mosquitos
An. stephensi. Neste estudo foi novamente demonstrado que a PLA; inibe o

desenvolvimento de P. berghei, mas por microscopia eletrénica foi verificado dano
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fisico da PLA; sobre as células epiteliais do intestino dos mosquitos.

Esta evidente, nos trabalhos que utilizaram este gene de bloqueio, que a
proteina PLA; € um excelente candidato para produzir mosquitos transgénicos, no
entanto, interfere diretamente no desempenho dos mesmos. Por outro lado, os
resultados obtidos por Zieler et al.,, (2001) demonstraram que se houver uma
inativacéo catalitica da enzima, com o uso do brometo de bromofenacil, ainda assim
houve diminuicdo do niumero de oocistos, sugerindo que a capacidade de inibicdo de
bloqueio do parasita independe da atividade enzimética. Assim, uma boa estratégia
seria a utilizacado da PLA, com uma mutacdo no residuo de aminoacido em seu sitio
ativo para produzir mosquitos transgénicos bloqueadores da infeccdo pelo
Plasmodium sem, possivelmente, afetar o desempenho dos mesmos.

No presente trabalho, com a perspectiva de conhecermos outros genes
candidatos de bloqueio ao plasmaodio, estudamos o efeito da gomesina, sobre os
estagios eritrocitico e sexual bem como o efeito de uma forma mutada da PLA,
(PLA2m). Para a PLA;m, utilizamos a sequéncia original da PLA; contendo uma
modificacdo em um dos residuos de aminoé&cidos (histidina na posi¢do 48) onde se
encontra o sitio ativo da enzima, tornando-a inativa. Abaixo mostramos uma
comparacao da fosfolipase A, do veneno de abelhas normal e mutada, evidenciando
a sequéncia de aminoacidos da proteina PLA,m com 0s respectivos aminoacidos
mutados (ver figura 3). Um gene hibrido contendo a PLA;m foi utilizado para a

transformacao de mosquitos Aedes fluviatilis, vetor experimental da maléria aviaria.
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PLAzns WQIRDRIGDNELEERI I'YPGTLWCGHGNKSSGPNELGRFKHTDACCRTHDMCPDVMSAGE
PLA,m WQIRDRIGDNELEERI 1 YPGTLWCGHGNKSSGPNELGRFKHTDTCCRTNDMCPDVMSAGE

nnnnnn

PLA, SKHGLTNTASHTRLSCDCDDKFYDCLKNSADT ISSYFVGKMYFNL IDTKCYKLEHPVTGC
A PLA;m SKHGLTNTASHTRLSCDCDDKFYDCLKNSADT ISSYFVGKMYFNL IDTKCYKLEHPVTGC

EAE A R e e s

PLA, GERTEGRCLHYTVDKSKPKVYQWFDLRKY - ——————-——
PLA,m GERTEGRCLHYTVDKSKPKVYQWFDLRKYYPYDVPDYA

EAE A R T e s e

Figura 3: Comparacdo da seqliéncia de aminoéacidos da fosfolipase A, do veneno de
abelha original (PLA;) com a forma mutada (PLA,m): (A) Seqiiéncia de aminoacidos das
proteinas PLA; original e PLA,m mostrando as modificagfes realizadas por mutacdo pontual
em negrito e amarelo para tornar a enzima inativa; (B) estrutura tridimensional das
proteinas, as substituicdes de aminoacidos estéo indicadas em vermelho, PLA,, e em azul,
PLA,m. Substituicdo do aminoacido histidina (H) na posi¢do 48 por asparagina (N) e do
aminoacido alanina (A) na posicdo 43 pelo amino4cido treonina (T) (site:
www.trantor.bioc.columbia.edu/SMS/index_s.html).
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2. JUSTIFICATIVA

A maléaria continua sendo um problema de saude publica mundial, com
problemas envolvendo a resisténcia dos mosquitos aos inseticidas, resisténcia dos
parasitas as drogas utilizadas e a falta de uma vacina o que leva a necessidade de
elaborar medidas alternativas para o controle da doenca. Com a descoberta dos
genomas humano, do parasita da malaria, e do principal vetor transmissor da
doenca, novas perspectivas surgiram para o controle da doenca. Neste contexto, a
manipulacdo genética de mosquitos transmissores de doencas constitui uma medida
alternativa para o controle vetorial que precisa ser extensivamente estudada em
seus varios aspectos. Estudos de mosquitos e de parasitas ao nivel molecular tém
se intensificado rapidamente nos ultimos seis anos. Trabalhos envolvendo a
modificacdo genética de espécies de mosquitos e o bloqueio do desenvolvimento do
Plasmodium ja foram mostrados. Varios genes de bloqueio tém sido estudados, no
entanto, apesar destes resultados serem encorajadores € importante considerar a
plasticidade do genoma do plasmaodio (Gardner et al., 2002).

Com este trabalho pretendemos ampliar o uso de genes de bloqueio como
uma alternativa para o controle de maléria, como também adaptar a técnica de
manipulagcdo genética para mosquitos brasileiros, transmissores de malaria humana.
Este estudo € de grande importancia para se estudar no Brasil aspectos de
interacdo dos parasitas com 0s mosquitos vetores, considerando que ha diferencas

marcantes entre as diferentes espécies associadas (mosquito/ parasita).
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3. OBJETIVO GERAL

Estudar moléculas efetoras como candidatas alternativas para o bloqueio da

transmissao de espécies de Plasmodium em mosquitos.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar o efeito do peptideo antimicrobiano, gomesina, no desenvolvimento de
Plasmodium spp.

» Produzir a proteina recombinante fosfolipase A, mutada (PLA.m) para verificar o

efeito no desenvolvimento de P. gallinaceum.

= Construir um gene hibrido utilizando o promotor da proteina 1 da matriz
peritrofica de An. gambiae, AgPer1, ligado a um gene antiparasitico, a PLA, mutada
(PLA2mM)

» Produzir mosquitos Aedes fluviatilis transgénicos expressando o gene da PLA,;m.

= Caracterizar as linhagens de mosquitos transgénicas utilizando ferramentas

celulares e moleculares.

= Verificar a inibicAo do desenvolvimento de P. gallinaceum em mosquitos

Ae. fluviatilis transgénicos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coldnias de Mosquitos

A coldnia de mosquitos Aedes fluviatilis foi mantida no insetario do Laboratério
de Malaria (LAMAL) do Centro de Pesquisa René Rachou, CPqRR, em Belo Horizonte,
enquanto a colonia de mosquitos Anopheles stephensi foi estabelecida e mantida no
Departamento de Microbiologia Molecular e Imunologia, da Escola de Saude Publica do
Instituto de Pesquisas em Malaria da Johns Hopkins University, em Baltimore,
Maryland, USA. Os mosquitos foram mantidos sob temperatura (27° + 1°C), umidade
relativa (70 £ 10 %) e fotoperiodo (14h L; 10h E) controlados. As fémeas de ambas as
espécies de mosquitos foram alimentadas com glicose 10% e semanalmente com
sangue de camundongos da linhagem Swiss Webster anestesiados com 5mg de
Thiopentax (Tiopental sodico) por via intraperitonial. Trés dias apds a alimentacéo
sangiinea, um recipiente escuro (6cm de diametro) contendo papel de filtro e agua,
para An. stephensi, ou somente agua, para Ae. fluviatilis era colocado no interior das
gaiolas para que as fémeas realizassem a postura dos ovos. Apés 48h, os recipientes
eram retirados das gaiolas, sendo o seu conteudo transferido para bandejas plasticas
(30cm x 20cm), previamente identificadas, contendo dgua desclorada. Apés a eclosdo
dos ovos, as larvas eram distribuidas em bandejas contendo &gua filtrada. A
alimentagdo das larvas foi realizada diariamente com racdo para peixes (Goldfish
Colour — Ae. fluviatilis) ou racdo para gatos (Whiskas — An. stephensi). As pupas
obtidas eram coletadas e acondicionadas em gaiolas de papeldo (Barripel) ou de

aluminio, para a emergéncia dos adultos.

4.2. Animais

Camundongos adultos (cerca de 50g) da linhagem Swiss Webster, utilizados nos
experimentos, foram produzidos pelo Biotério de producdo do CPgRR. Aves domésticas
(Gallus gallus domesticus) com cerca de um dia foram fornecidos por uma granja
comercial e os coelhos utilizados nos experimentos de imunizacdo foram provenientes

da fazenda de experimentacdo da UFMG, em Igarapé, MG. Todos os animais usados
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neste trabalho foram mantidos e tratados sob condicdes estritas de ética de acordo com
as recomendacdes internacionais de bem-estar do animal (National Research Council,
1996).

4.3. Parasitas

Nos experimentos foram utilizadas trés espécies de Plasmodium: o P. berghei,
causador da malaria murina, o P. gallinaceum, da maléria aviaria e diferentes cepas de
P. falciparum, causador da malaria humana. A cepa 8A de P. gallinaceum, proveniente
do isolado original de Brumpt, 1937, foi cedida pela Dra. Antoniana U. Krettli, do
LAMAL, do CPgRR, e mantida através de passagens ciclicas em aves de um dia e o
ciclo do parasita completado em mosquitos Ae. fluviatilis. A cepa de P. berghei ANKA,
clone 2.34, foi mantida em camundongos Swiss Webster através de passagens
sanguineas e completado o ciclo em mosquitos An. stephensi. Cepas 3D7-GFP, W2 e
NF54 de P. falciparum foram adquiridas através do banco de cepas MR4 (Malaria
Research and Reference Reagent Resource Center) e mantidas em cultura continua.

4.4. Infeccao direta de mosquitos

Mosquitos Ae. fluviatilis com trés a cinco dias de idade foram privados de solucao
acucarada por 12h antes de serem alimentados em animais infectados. Aves
domeésticas, injetadas com a cepa de P. gallinaceum, com parasitemia total de 10% em
ascendéncia, foram imobilizados e colocados no topo da gaiola dos mosquitos. Apos a
alimentacdo sanguinea os mosquitos eram alimentados com solug¢éo de agucar a 10%

suplementada com 0,5g/l de acido para-aminobenzdico (PABA) e 0,025% gentamicina.

4.5. Infeccéao artificial de mosquitos

Cultura de gametdcitos de P. falciparum ou sangue de camundongo infectado
com P. berghei foram utilizados para alimentacao artificial de mosquitos, em membrana.
Este sistema de alimentac&o artificial € constituido por uma campéanula de vidro onde

em sua base é fixada pele de ave doméstica que contém amostras de sangue infectado
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e por fora da campanula circula agua aquecida (temperatura de 38°C). A campanula é
presa sobre a gaiola para que as fémeas dos mosquitos possam realizar o repasto
sanguineo. Uma hora apés a alimentacdo sanguinea foi feita a separacao das fémeas
alimentadas. Sete dias apds o repasto sanguineo (para Ae. fluviatilis) e 15 dias (para
An. stephensi) os intestinos foram dissecados para a contagem dos oocistos. A

contagem foi realizada sob microscopio éptico no aumento de 100x.

4.6. Plasmideos e Reagentes

Os plasmideos pGemT (Promega), pET32a (Novagen), foram adquiridos
comercialmente, enquanto os plasmideos pUC19 contendo o promotor AgPerl e o
gene da PLA;m, o pSL1180fa e o elemento de transposi¢cdo piggyBac foram
gentilmente cedidos pelo Dr. Marcelo Jacobs-Lorena, da Johns Hopkins University. A
mutacdo da PLA; foi realizada pelo Dr. Michael Riehle (Universidade do Arizona) e os
clones enviados no plasmideo pGemT. Os demais reagentes utilizados para execucao
deste trabalho foram adquiridos comercialmente.

4.7. ATIVIDADE ANTIPARASITICA DA GOMESINA

4.7.1. Manutencao do cultivo de Plasmodium falciparum

As cepas W2 e 3D7-GFP do P. falciparum foram mantidas em cultivo continuo
segundo metodologia descrita por Jensen e Trager, 1977 utilizando-se hemacias
humana A+, em Meio RPMI 1640 (Gibco), pH 7,4 (2mM glutamina, 25mM HEPES,
11mM glicose, 25mM NaHCOs3;, e 40u/ml de gentamicina) suplementado com 10% de
plasma AB" inativado, em placas de Petri (60mm x 15mm). A parasitemia do cultivo foi
monitorada diariamente a partir da contagem de hemacias infectadas em esfregacos
sanguineos corados com Giemsa. Apés atingir 5% de parasitemia, o cultivo foi
sincronizado para obtencdo de trofozoitas jovens (formas em anel) de acordo com o
método utilizando centrifugacéo e sorbitol 5% estabelecido por Lambros e Vanderberg
(1979).
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4.7.2. Gomesina e Artesunato

O peptideo gomesina foi sintetizado manualmente pela metodologia utilizando a
estratégia t-Boc, como descrito por Fazio et. al. (2006). O artesunato de sodio, droga
utilizada para tratamento de malaria, foi sintetizada e fornecida pela divisdo médica da
FIOCRUZ/FARMANGUINHOS (Rio de Janeiro).

4.7.3. Atividade in vitro da gomesina contra as formas eritrociticas de

P. falciparum

Ao cultivo de heméacias infectadas com trofozoitas jovens de P. falciparum com
1,5% de parasitemia inicial, foram adicionadas diferentes concentracbes de gomesina
(3,1 a 200uM) e da droga padrao utilizada como controle, o artesunato (1,1 a 35,4nM).
A avaliacao da atividade das drogas foi realizada segundo o método semi-automatizado
descrito por Desjardins et al. (1979). Neste método, apds 24h de incubacéo da cultura
com as drogas, adicionou-se [*H]-Hipoxantina (ImCi/ml) (GE) em uma concentragéo
final de 0,5uCi por poco. Em seguida, a microplaca foi incubada por mais 24h, a 37°C.
Apoés este segundo periodo de incubacédo, a microplaca foi colocada a —70°C por pelo
menos 1h, para promover a lise das hemacias. As amostras entdo foram coletadas da
placa (96 cell Harvester da Tomtec®) e transferidas para um filtro de fibra de vidro
(Filtermat A, Wallac). Esse filtro foi seco em forno de microondas por 3min, seguido da
adicdo de 4ml de liquido de cintilacdo. A radioatividade foi registrada em leitor
automético (MicroBeta Reader® Wallac) e a viabilidade do P. falciparum, frente as
drogas, medida em relacdo aos controles sem droga. Os resultados foram avaliados no
programa NFIT (MicroCal Software®, Inc) pelas concentra¢des inibitérias de 50% do

crescimento dos parasitas (ICso).

4.7.4. Atividade in vitro da gomesina no desenvolvimento de oocinetos de
P. berghei

Gametdcitos maduros de P. berghei foram cultivados in vitro, como descrito por

Sinden et al. (1985). Resumidamente, o sangue de camundongos positivos para
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gametacitos foi coletado por puncéo cardiaca e imediatamente submetido a diluicdes
em meio RPMI 1640 (Gibco), pH 7,5 contendo 2mM Hepes, 2mM glutamina, 1uM XA
(acido xanturénico), 0,37mM hipoxantina e 0,2% de bicarbonato de sédio. Noventa
microlitros de sangue foram adicionados as placas de 96 orificios e incubados por 16h a
20°C. Varias concentracdes de gomesina no volume de 10ul foram adicionadas no
inicio da cultura (tempo 0Oh), 4 e 8h, sendo o numero de oocinetos em 10.000 eritrécitos

determinado com o uso de um hemacitdmetro, no aumento de 400x.

4.7.5. Atividade da gomesina sobre oocistos de P. falciparum

Diferentes concentracdes de gomesina (0-200uM) foram adicionadas ao cultivo
de gametdcitos maduros da cepa NF54 de P. falciparum, no estagio V (Ifediba et al.,
1981), e utilizado para alimentacdo de mosquitos no sistema de alimentagao artificial.
No 7° dia apds a infeccdo os mosquitos foram dissecados e 0 numero de oocistos
quantificado. O efeito inibitorio foi calculado como (média do niumero de oocistos por
intestino de mosquito alimentado com gomesina)/(média do niamero de oocistos por

intestino de mosquito alimentado com PBS 1x) x 100.

4.8. EXPRESSAO DA PROTEINA PLA,m RECOMBINANTE E PRODUGCAO DE
ANTICORPOS POLICLONAIS

4.8.1. Digestao dos plasmideos com endonucleases de restrigcéo

Amostras de DNA contendo cerca de 1ug de DNA do vetor pGemT (contendo o
gene da PLA;m — 500pb), e do vetor de expressdo pET32a, foram digeridas,
sequencialmente, com 15U da enzima Kpn | e 15U da enzima BamH | (Invitrogen) por
2h a 37°C. Para construcdo do mapa de restricdo do vetor pET32a (contendo o gene da
PLA,;m), cerca de 1ug do DNA plasmidial foi digerida com as enzimas Xba | (10U;
Invitrogen), Pst | (20U; Invitrogen), Pst | e EcoR | (20 e 15U; New England Biolabs).

4.8.2. Producao de células de E. coli competentes

As células de Escherichia coli competentes foram preparadas segundo
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metodologia descrita por Nishimura e cols. (1990). Cinquenta microlitros de células de
E. coli (TOP10, Invitrogen) foram inoculados em 5ml de meio LB (1% NacCl,
1% Triptona, 0,5 % Extrato de levedura, pH 7,0) incubados a 37°C, em agitacdo, por
16h. Da cultura saturada de bactérias foram recolhidos 500ul e inoculados em 50ml da
Solugcdo A (10mM MgSOq4, 0,2% de glicose solubilizados em meio LB). A cultura de
bactérias em meio enriquecido foi crescida a 37°C, em agitacdo. Apds atingir a D.O.
esperada (0,4 a 0,6) a cultura foi transferida para um tubo (Falcon) de 50ml e incubada
no gelo por 10min. Apds incubacéo, as bactérias foram centrifugadas a 600 x g por
10min a 4°C. O sobrenadante foi descartado, invertendo-se o tubo lentamente, e o
sedimento foi ressuspendido em 500ul da Solugdo A. A mistura foram adicionados
2,5ml da Solucdo de Estocagem [36 % glicerina, 12% PEG (8000), 12mM MgSO, X
7H,0, solubilizados em meio LB pH 7,5]. A solucdo de bactérias competentes foi

aliguotada (100pl) em microtubos, sob gelo, e armazenada a -70 °C.

4.8.3. Transformacéao de células competentes

Um volume de 1-2ul das reacdes de ligacdo foi adicionado a um volume de
50-100ul de bactérias TOP10 competentes. A mistura foi incubada por 30min em gelo,
30s a 42°C, e 2min no gelo para que as bactérias competentes, com o choque térmico,
fossem capazes de incorporar o plasmideo. As bactérias transformadas foram
inoculadas em 900 a 950ul de meio LB, e crescidas por 1h a 37°C, sob agitacao.
Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 2.000 x g, o sobrenadante descartado e o
sedimento recolhido e plagueado em meio LB-agar (meio sélido) contendo 100ug/ml de
ampicilina. As placas foram mantidas a 37°C por 16h para crescimento das col6nias de
bactérias transformadas. Os clones de bactérias foram checados para verificacdo da
presenca do inserto nos vetores citados acima, por PCR de coldnias e, posteriormente
por enzimas de restricdo. Para a expressao da proteina recombinante, as células foram
crescidas em meio sélido contendo 100ug/ml de ampicilina e cloranfenicol (25ug/ml)

para a manutencao do plasmideo pLysS.
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4.8.4. Purificacdo do DNA plasmidial

Clones de bactérias transformadas foram crescidos em 5ml de meio LB contendo
100ug/ml de ampicilina a 37°C em agitacdo. Ap6s 12 - 16h, a cultura saturada de
bactérias foi centrifugada por 2.000 x g por 10min, a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento utilizado para a extracdo do DNA plasmidial

utilizando-se o kit Mini-prep (Qiagen), conforme instru¢des do fabricante.

4.8.5. Expresséo da proteina recombinante

O gene da PLA;m, com cerca de 500pb, foi clonado nos sitios Kpn | e BamH | do
vetor de expressao pET32a. O plasmideo pET-PLA.m foi utilizado para transformacéao
de células TOP10. Apo6s a transformacado, os clones de bactérias foram selecionados
por PCR e suas células armazenadas a -70°C. Alguns clones foram crescidos em 5ml
de Meio LB com 100ug/ml de ampicilina por 12 — 16h sob agitacdo a 37°C.
Posteriormente, foi realizada a purificacdo do plasmideo utilizando o kit mini-prep
(Promega) segundo instru¢cdes do fabricante. O DNA plasmidial foi utilizado para
transformacdo de bactérias BL21DE3pLysS, para a expressao da proteina. Cinco
mililitros de meio LB foram inoculados com 50ul da cultura de bactérias contendo
100ug/ml de ampicilina e 25ug/ml de cloranfenicol e crescidos a 37°C, por 12 — 16 h,
sob agitacao. No dia seguinte 50ul desta cultura saturada, foi inoculada em 5ml de meio
LB com os mesmos antibiéticos acima. A cultura de bactérias foi incubada a 37°C, sob
agitacao, sendo o crescimento monitorado pela retirada de amostras e leitura em um
espectrofotdmetro (Beckmam), na absorbancia de 600nm.

Quando a cultura atingiu o valor de D.O.as00nm de 0,6 (cerca de 2h), uma aliquota
de 1ml foi retirada e ao restante foram adicionados 1mM de IPTG (Invitrogen) para a
inducdo da expressdo da proteina. As culturas de bactérias sem IPTG e com IPTG
foram incubadas a 37°C, sob agitacdo. Em diferentes tempos apdés a inducdo foram
retiradas aliquotas, que foram centrifugadas a 14.000 x g por 1min. O sedimento
resultante foi solubilizado em 20ul de PBS 1x pH 7,4 gelado, onde foram adicionados
4ul do tampéo de amostra em condi¢des desnaturante e redutora (0,35M Tris-HCI pH

6,8; 0,35M SDS; 30% glicerol; 6% [ - mercaptoetanol; 0,175mM azul de bromofenol).
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As amostras foram fervidas, por 5min, e submetidas a eletroforese em gel de

poliacrilamida, em condi¢cdes desnaturantes.

4.8.6. Processamento de bactérias apos inducdo com IPTG

Apos a verificagcdo do melhor tempo de inducdo da expressdo com IPTG 1ml da
cultura de bactérias foi inoculada em 500ml de meio LB contendo 100ug/ml de
ampicilina e 25ug/ml de cloranfenicol. A cultura de bactérias foi crescida a 37°C por 4h
apos a adicdo com 1mM de IPTG. Posteriormente, a cultura foi centrifugada e o
sedimento ressuspenso em 250ml do tampéo de lise gelado (50mM Tris-HCI pH 7,5,
2mM EDTA, 1mM DTT, 2mg/ml de lisozima). A amostra foi mantida no gelo por 15min e
posteriormente, congelada em banho de gelo seco e etanol e descongelada a 37°C.
Para completar a lise das células, as bactérias foram processadas em um sonicador
(Sonics) em dois ciclos de 30s, seguidos por 30s de incubacao no gelo, regulando-se a
amplitude do equipamento a 30%. A cultura lisada de bactérias foi centrifugada a
10.000 x g por 16 min, a 4°C. O sobrenadante e o sedimento foram armazenados a
-20°C.

4.8.7. Preparacéo do lisado desnaturado de bactérias

Ao sedimento foram adicionados 20ml do tampao de lavagem (50mM Tris-HCI
pH 7,5, 10mM EDTA, 1mM DTT, 0,5% Triton X - 100). Apés duas repeticbes do
processo de centrifugacdo e lavagem, o ultimo sedimento foi solubilizado em 50ml de
agua bidestilada, obtendo-se o lisado de bactérias processado.

Uma aliquota contendo 25ml do lisado de bactérias foi centrifugada a 5.000 x g
por 10min, a 4°C. O sobrenadante resultante foi descartado e o sedimento solubilizado
em 4ml do tampéo B (100mM NaH,PO,4, 10mM Tris, 8M Uréia). A amostra foi agitada
lentamente por 10min a temperatura ambiente para assegurar a lise celular das
bactérias. Posteriormente, procedemos a lise da amostra em um sonicador (Sonics)
com uma amplitude de 40%, em trés pulsos durante 5s, seguidos por 5s de incubacéo
no gelo. Para remover os residuos celulares insollveis, a amostra foi centrifugada a

5.000 x g por 15min. O lisado celular final desnaturado foi transferido para outro tubo e
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armazenado a -20°C.

4.8.8. Purificagdo em cromatografia de afinidade

A purificacdo da proteina recombinante foi realizada por meio do kit de
purificacdo da Qiagen (QlAexpressionist). O sedimento bacteriano foi ressupendido no
tampédo B (100mM NaH,PO,4, 10mM Tris, 8M Uréia, pH 8,0), e homogeneizado por
45min em homogeneizador. O material foi centrifugado a 10.000 x g por 45min a 4° C.
Ao sobrenadante foram adicionados 1,25ml de sepharose contendo Niquel [Ni**-NTA
(Qiagen)]. A mistura foi homogeneizada por 60min em um agitador orbital a temperatura
ambiente. Posteriormente, esta foi aplicada em uma coluna de 10ml (Qiagen), lavada
duas vezes com 0,5ml do tampado C (100mM NaH,PO,4, 10mM Tris, 8M Uréia, pH 6,3).
A proteina recombinante foi eluida em 2ml do tampao D (100mM NaH,PQ,4, 10mM Tris,
8M Uréia, pH 5,9) e 2ml do tampéo E (100mM NaH,PO4, 10mM Tris, 8M Uréia, pH 4,5).
As fracdes obtidas da purificacdo foram coletadas manualmente em volumes de 0,5ml.
Posteriormente as fracGes eluidas foram reunidas em um volume de 4ml e submetidas
a dialise em solucéo de Uréia em concentragcfes decrescentes 6, 4, 2, 1, 0,5M, sendo a
troca destas realizada por no minimo 6h para posterior utilizagdo nos demais

experimentos.

4.8.9. Dosagem de proteinas

O conteudo protéico foi determinado pelo método de Bradford (1976). Para a
construcdo da curva-padrao foi utilizada uma solugdo de albumina bovina sérica. As

amostras protéicas foram lidas em leitor de ELISA (Bio-Rad) a 595nm.

4.8.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Amostras de proteinas foram submetidas a eletroforeses em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS segundo a metodologia descrita por Laemmli
(1970), em gel descontinuo. O gel de separacao foi preparado na concentracdo de 15%
de acrilamida, 0,1% de SDS em tampéo 1,5M Tris-HCI, pH 8,8, e um gel de
concentragdo contendo 4% de acrilamida, 0,1% de SDS em tamp&o 1M Tris-HCI,
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pH 6,8. As amostras foram dissolvidas em tampé&o de amostra (0,35M Tris-HCI pH 6,8;
0.35M SDS; 30% glicerol; 6% B - mercaptoetanol; 0,175mM azul de bromofenol) e
aquecidas a 100°C por 5min para a desnaturacdo e o rompimento das pontes
dissulfeto. A corrida eletroforética foi realizada em um sistema vertical de eletroforese
contendo tampéao de corrida (0,025M Tris-HCI, 0,192M glicina, pH 8.3, 0,1% de SDS),
sob voltagem constante (100V) por 3h. ApGs a migracdo das proteinas o gel foi corado
segundo o método descrito por Weber e Osborn (1969) com modificacbes, usando-se a
solucdo contendo 0,25% Coomassie Brillant Blue R-250, 40% de metanol, 10% de
acido aceético glacial, por 2h a temperatura ambiente. A descoloragéo, para visualizacao
das bandas protéicas, foi realizada com solucédo de acido acético 10% e metanol 30%.
Para verificar as massas moleculares das proteinas analisadas foram utilizados padrées

de massas moleculares (m.m.) conhecidas (BenchMark, Invitrogen).

4.8.11. Geracao de anticorpos policlonais monoespecificos contra PLA,m

A proteina recombinante PLA,m produzida utilizando o vetor de expresséo,
pET32a, foi utilizada para imunizacdo de dois coelhos com trés meses de idade e
pesando entre 2,5-3kg. Para obtencdo dos soros pré-imune (controle), uma aliquota de
sangue foi retirada através da puncao cardiaca, nos animais previamente anestesiados,
antes de iniciar o processo de imunizagdo. A proteina PLA;m recombinante foi
administrada em trés doses, todas por via subcutanea, na regido da nuca do animal. Na
primeira imunizacdo, foram injetados 250ug da proteina recombinante conjugada ao
adjuvante completo de Freund (Sigma) na proporgéao de 1:1, no dorso dos animais. A
segunda imunizacdao foi procedida sete dias apds a primeira dose, onde foram injetados
125ug da proteina recombinante conjugada ao adjuvante incompleto de Freund
(Sigma). A ultima imunizacao foi realizada 21 dias ap0s a primeira imunizagcdo também
utilizando o adjuvante incompleto de Freund. Duas semanas apoés a Ultima dose de
imunizacdo, o sangue dos animais foi coletado por puncéo cardiaca e 0s soros obtidos

foram acondicionados em tubos de microc
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4.8.12. Ensaio de ELISA

O ensaio de ELISA foi realizado para analisar a reatividade e a titulagdo do
anticorpo policlonal mono-especifico contra PLA,m recombinante, produzido em
coelhos. Inicialmente, foi feita a sensibilizacdo da placa de 96 orificios, adicionando-se
como antigeno a proteina PLA,m recombinante (5ug/ml). Para adsorcédo do antigeno, a
proteina foi diluida em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6 (15mM Na,CO3, 35mM
NaHCO3) e as placas incubadas por 16h a 4°C. A seguir, os pocos foram lavados com
PBS contendo 0,05% Tween 20 (PBST), por trés vezes, e bloqueados em uma solugao
de leite desnatado 5% (p/v) diluido em PBST por 1h a 37°C. Ap6s o bloqueio, 0s pocos
foram lavados com PBST e incubados em triplicata com os soros dos coelhos
anti-PLA,m recombinante em diluicdo seriada de 1:1000 a 1:128.000 em PBST por 1h,
a 37°C. Posteriormente, os pocgos foram lavados com PBST trés vezes. Apds o
processo de lavagem, o conjugado anti-lgG de coelho marcado com peroxidase
(Sigma), diluido em PBST foi incubado por 1h a 37°C. Os pocos foram lavados
novamente com PBST (trés vezes), sendo em seguida a reacéo revelada com tampao
citrato-fosfato pH 5,0 contendo OPD (ortofenildiamina) na presenca de peréxido de
hidrogénio. A reacao foi interrompida adicionando-se 4N H,SO,. A densidade Optica foi

quantificada com o uso do leitor de ELISA com filtro de 490nm.

4.8.13. Imunoblotting

Cerca de 15ug da proteina PLA,m recombinante, dissolvidos em tampédo de
amostra, em condicbes desnaturante e redutora, foram aplicados em gel de
poliacrilamida e submetidos a eletroforese em condigbes desnaturantes como descrito
no item 4.8.10. Apds a eletroforese, procedemos a imunodeteccdo da proteina PLA;m
pelo soro pré-imune e o soro contra PLA,m segundo método descrito por Towbin et al.
(1979). As bandas protéicas do gel de eletroforese foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) com poros de 0,45um, por 1h a 100V. Apos a
eletrotransferéncia as membranas foram coradas com vermelho de Ponceau S, para
verificar a transferéncia das proteinas do gel para a membrana. Em seguida, a

membrana foi tratada com tampao bloqueador [10% de leite desnatado (Molico) em
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PBS 1x contendo 0,05% Tween 20] (PBST) por 1h, a temperatura ambiente, para
bloquear os sitios livres da membrana, sendo em seguida, lavada em PBST, trés vezes,
por 10min. Anticorpos policlonais produzidos pelos coelhos contra a proteina especifica
foram adicionados ao tampao bloqueador (3% de leite, PBST). Apds 1h a membrana foi
lavada, trés vezes, por 10min e colocada em contato com o0 segundo anticorpo
anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase (Amershan Biosciences/GE), diluido na
solugéo bloqueadora na diluicdo de 1:2000. A membrana foi novamente lavada como
descrito anteriormente. A visualizacdo da reacdo imunoldgica foi realizada utilizando-se
uma solucdo contendo substrato enzimatico e a substancia cromogena DAB

(diaminobenzidina).

4.9. CONSTRUCAO DO GENE HIBRIDO PARA OBTENCAO DE MOSQUITOS
TRANSGENICOS

4.9.1. Digestéo dos plasmideos com endonucleases de restricao

Amostras de DNA contendo cerca de 1ug de DNA do vetor pUC19 [contendo a
regido promotora da proteina 1 da matriz peritr6fica de An. gambiae (AgPerl) e a
fosfolipase A, do veneno de abelhas] foram digeridas com 15U das enzimas Kpn | e
BamH | (Invitrogen) por 2h a 37°C, para retirada do gene da PLA, (Fig. 16, A).
Posteriormente, o plasmideo pUC19/AgPerl purificado foi ligado ao gene de bloqueio,
PLA,m. Posteriormente, o plasmideo foi digerido com 15U da enzima Pst | para
liberacdo do fragmento AgPerl/PLA;m (Fig. 16, C). Para a construgdo do mapa de
restricdo do plasmideo pUC19 (contendo o gene da PLA,m), cerca de 300ng de DNA
foi digerido com as enzimas Xba | (10U; Invitrogen), Pst | (20U; New England Biolabs -
NEB), EcoR | e Xba | (10U; Invitrogen) e Hind Ill (10U; NEB). Para a obtencdo do
plasmideo pBacEGFP contendo o fragmento contendo AgPerl/PLA;m, cerca de 1ug do
plasmideo pSL1180fa (shuttle) foi digerido com a enzima Pst |, para possibilitar a
clonagem do gene hibrido neste vetor. Posteriormente, apds as etapas subsequientes
(descritas abaixo), cerca de 100ng dos vetores shuttle e piggyBacEGFP, (contendo o
gene AgPerl/PLA,m), foram digeridos com 3U das enzimas Asc | e Fse | (NEB) (Fig.
17, A e B). Os DNAs foram adicionados a reagdo de digestdo que continha: tampé&o da
enzima 10x, agua estéril, e BSA (somente para as reacfes de digestdo com as enzima
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Pst I, Asc | e Fse |) e incubados por 2h a 37°C. Os produtos da digestdo foram

analisados em géis de agarose corados com brometo de etidio.

4.9.2. Defosforilacédo dos vetores de clonagem

Apoés a digestdo com as enzimas de restricdo os vetores pUC19 e pSLfal180fa
(shuttle) foram tratados com a enzima CIAP para desfosforilar o vetor e evitar seu
anelamento. Para isso, 0 DNA dos vetores foi incubado numa mistura contendo 1U da
enzima CIAP (Promega), tampéo da enzima CIAP 10x diluido em agua estéril (Sigma),
por 1h a 37°C, sendo posteriormente purificado com o kit de purificacdo de PCR

(Qiagen), segundo instrugdes do fabricante.

4.9.3. Purificacado dos fragmentos de DNA

Para as etapas de clonagem, apds a digestdo dos DNASs, foi necessaria realizar
a excisdo dos fragmentos de interesse para a posterior ligagdo dos mesmos. Os
fragmentos foram excisados do gel de agarose, sobre um transiluminador com luz
ultravioleta, com auxilio de um bisturi esterilizado e purificados utilizando o kit de

purificacdo Qiaexll (Qiagen), conforme instrucdes do fabricante.
4.9.4. Ligacao dos fragmentos de DNA em vetores de clonagem
Diversas proporcdes de vetor: inserto (razdo molar) foram testadas, bem como a

mistura de cerca de 50ng de DNA dos plasmideos com cerca de 150ng de DNA do

inserto, independentemente de seus tamanhos. Os DNAs4w 1.cionexcis(rO41riorilagdo ura
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KCI, 10mM Tris-HCI pH 8,4, 1,5mM MgCl,, 1mg/ml gelatina), 2uM de dNTPs, 2uM de
cada iniciador, 1U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen), e amostras contendo 20ng de
DNA gendmico ou cDNA em um volume final de 15ul. Para amplificacdo das fitas de
DNA senso (Forward - F) e anti-senso (Reverse - R), os iniciadores, foram desenhados

com o auxilio dos programas Oligo ou Primer3.

Tabela 1: Iniciadores utilizados nas rea¢cdes da PCR.

Iniciador Sequéncia
PLAMF 5-GGTACCTGGCAAATCAGGGATAGG-3
PLAMR 5-GGATCCCTATCAGGCGTAGTCGG-3’
EGFPF 5-GGTGCCCATCCTGGTCGAGC-3
EGFPR 5-GCGGTCACGAACTCCAGCAGG-3
AgPercDNAF 5-GTGTGGTGCTACTGTTGG-3’
RP49F 5-GTGAAGAAGCGGACGAAGAAGTT-3
RP49R 5-TGCATCATCAGCACCTCCAGC-3
ACTINAF 5-AAGGTGTGATGGTCGGTA-3"
ACTINAR 5-TCATTGCCCCACCAGAAC-3

As reacdes foram realizadas em um termociclador automatico (Eppendorf)
utilizando as seguintes condi¢cdes: desnaturagcédo a 95°C por 2min seguidos de 30 ciclos
de 95°C por 1min, anelamento a 56°C (para ACTINA), 58°C (para PLAM), 61°C [para
RP49 (Gentile et al., 2005)] e AgPercDNAF), e 63°C (para EGFP), por 1min e extensao
a 72°C por 1min, seguidos de uma extensdo final de 5min a 72°C.

Para a realizacdo da PCR de colbnias, clones de E. coli presentes nas placas
foram transferidos (com auxilio de ponteiras estéreis) para tubos contendo 200ul de
meio LB com ampicilina (100ug/ml) e crescidos por 1h a 37 °C, sob agitacdo. Um
volume contendo 25ul da mistura bacteriana foi fervido por 5min a 100°C e centrifugado
a 14.000 x g por 5min. Uma aliquota de 5ul foi utilizada na reacdo de PCR em um
volume final de 15pl, para a verificacdo da amplificacdo de fragmentos de interesse. Os

produtos amplificados foram submetidos a eletroforese.
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4.9.6. Eletroforese em gel de agarose

Amostras de DNA foram submetidas a eletroforese em gel contendo 0,7, 08 e 1%
de agarose (Invitrogen) dissolvida em tampéao TAE 1x (40mM Tris-acetato, 1ImM EDTA)
dependendo do tamanho dos fragmentos a serem analisados. A mistura foi aquecida
em forno microondas até a completa solubilizacdo da agarose, sendo adicionados
5ug/ml de brometo de etidio (Invitrogen). Quando a mistura atingiu a temperatura em
torno de 50°C, foi distribuida em um suporte de acrilico, contendo um pente, esperando-
se até a solidificacdo do gel. As amostras de DNA foram misturadas em tampéo de
amostra (0,25% azul de bromofenol, 40% sacarose) e aplicadas no gel de agarose. A
corrida eletroforética foi realizada em um sistema horizontal (Bio-Rad) a 100V por
30 - 60min. O gel foi visualizado em transiluminador ultravioleta (UVP - Bio-Doc it

System).

4.9.7. Dosagem de &cidos nucléicos

A concentracdo de acidos nucléicos (DNA ou RNA) foi determinada em um
espectrofotometro a 260nm e a 280nm e a pureza das amostras determinada pela
razdo A260/A280 nm. A concentracdo das amostras de DNA de fita dupla foi
determinada considerando 1 unidade de absorbancia 260nm= 50ug/ml e para RNA
40ug/ml.

Para confirmar as dosagens obtidos por meio do espectofotometro, os DNAs
foram diluidos e corridos num gel de agarose contendo marcador de 100pb (NEB) que
possibilita, por comparagdo, o conhecimento aproximado da concentracdo de DNA da

amostra.

4.9.8. Sequenciamento de nucleotideos

Cerca de 80ng dos plasmideos foram adicionados as rea¢cdes de PCR contendo
0,33uM dos iniciadores, 1ul de agua estéril, 4ul do kit de sequenciamento (DYEnamic™
ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham) em um volume final de

10ul/reacdo. A reacdo de amplificacdo foi realizada em 35 ciclos (95°C 20s; 58°C 15s;
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60°C 1min e 20s). O produto amplificado foi transferido para uma placa de
sequenciamento, sendo que a cada orificio da placa, contendo as amostras, foram
adicionados 750mM de acetato de amoénio e 30ul de etanol 96 % (Merck), para a
precipitacdo do produto. A placa foi agitada levemente em um vortex e, posteriormente
incubada por 20min a temperatura ambiente, protegida da luz. As amostras foram
centrifugadas (em um rotor para placas) por 45min a 10.000 x g a 4°C. O sobrenadante
foi descartado, invertendo-se a placa rapidamente. Ao sedimento foram adicionados
lentamente 100ul de etanol 70% (Merck). As amostras foram novamente centrifugadas
por 10min a 10.000 x g. O sobrenadante obtido foi descartado e o sedimento foi
incubado por 10min para evaporacao do alcool. Ao final do procedimento, o sedimento
foi solubilizado em 10ul do tampéao de amostra (70% formamida, 1mM EDTA) para
sequenciamento automatico. As amostras foram aplicadas em um sequenciador
automéatico Megabace 500 (Amersham Bioscience). Para a andlise das sequéncias foi

utilizado o pacote BioEdit (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioeti.html).

4.10. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS DE MOSQUITOS
TRANSGENICOS

4.10.1. Microinjecao em Embribes

A técnica de microinjecéo foi realizada segundo metodologia descrita por Ito et
al. (2002) e Moreira et al., (2002) com modificagdes. FEmeas de mosquitos Ae. fluviatilis
de trés a cinco dias foram alimentadas em camundongos. ApOs 48h da alimentacéo
sanguinea, cerca de seis a oito fémeas foram colocadas em um aparato [Fig. 6 (1)] para
realizacdo de postura forgada por cerca de 30min. Ovos de fémeas fertilizadas, recém
ovipostos, foram alinhados sobre um papel de filtro umedecido com tampdao isoténico
(150mM NacCl, 5mM KCI, 10mM HEPES, 2,5mM CaCl, pH 7,2), com a regido posterior
do embrido na mesma orientacdo. Para facilitar a adesdo dos embrides na fita
dupla-face (Scotch 3M), a fita de papel de filtro, contendo os ovos alinhados, foi seca
com o auxilio de papel absorvente pressionando-a em ambos os lados da linha de
ovos, nunca sobre os ovos. Apds a secagem da fita os ovos foram transferidos para
uma fita adesiva dupla face, sobre uma lamina de microscépio e apods breve

dessecacao (cerca de 2min) foram cobertos com 6leo halocarbbdnico 27 (Sigma). Para a
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microinjecao foram utilizados um microscopio invertido (Nikon) modelo TS 100 contendo
um micro-manipulador acoplado (Narishige) e um microinjetor Femtojet (Eppendorf). A
lamina contendo os ovos alinhados era posicionada na plataforma do microscopio de
forma que a regido posterior do ovo, que d& origem a cauda do embrido, ficasse
direcionada para o microcapilar de quartzo para ser microinjetado. Os capilares de
quartzo, utilizados na microinjecdo, foram confeccionados por estiramento no
equipamento Sutter nas seguintes condi¢des: Heat= 750, Fil= 4, Vel= 40, Del= 125,
Pull= 125. A mistura de DNA foi inserida nos capilares com o auxilio de uma
microponteira (Eppendorf). Os ovos foram injetados até cerca de 90min apos a postura
com uma mistura contendo 0,3ug/pl do elemento de transposicdo piggyBac
(AgPerlPLAo;m) e  0,2ug/pul do plasmideo Helper, phsp-pBac, (que codifica a
transposase necessaria para a funcionalidade do piggyBac, dirigida pelo promotor do
gene hsp70). Apos a microinjecdo, os embrides foram transferidos para placas de Petri
contendo agua desclorada e mantidos no insetario até o nascimento das larvas e
posteriormente os adultos. Os mosquitos adultos foram separados de acordo com o
sexo, sendo cada fémea microinjetada colocada em uma gaiola contendo trés a quatro
machos selvagens, e um macho microinjetado colocado em uma gaiola contendo dez
fémeas selvagens para obtencdo da geracdo F1. Trés dias apdés a formacdo das
familias (macho microinjetado com fémeas selvagens, fémea microinjetada com
machos selvagens), as fémeas receberam alimentagcdo sanguinea. Ap6s 48h da
alimentacdo sanguinea foi colocado na gaiola um copo escuro contendo agua filtrada
para a coleta dos ovos. Os copos de desova eram retirados das gaiolas e os ovos
colocados em bandejas contendo agua filtrada até a eclosdo. As larvas da geracéao F1
provenientes das familias foram analisadas em microscépio ou estereomicroscoépio de
fluorescéncia para a deteccdo da expressao do gene marcador que codifica a proteina

verde fluorescente, o EGFP (Fig. 4).
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1. Oviposicéo forcada por 30min 2. Alinhamento dos ovos 3. Transferéncia dos ovos 4. Microinjegao dos
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Mosquito transgénico

Figura 4: Metodologia para a obtencdo de mosquitos Aedes fluviatilis transgénicos: A
primeira etapa consiste em colocar as fémeas para realizar a postura forgada dos ovos por
30min (1), na segunda etapa, os ovos séao alinhados em uma lupa (2) e transferidos para uma
fita dupla-face fixada na lamina (3), na quarta etapa € realizada a microinjecdo nos embrides de
mosquitos (4). Apds a microinjecdo os ovos sao transferidos para uma placa de Petri (5), apés
48h os ovos eclodem dando origem as larvas (6), o ciclo larval dura em média 15 dias até o
surgimento do mosquito adulto (7). Apds a emergéncia dos mosquitos, estes sao separados por
sexo e acasalados com o par correspondente selvagem, para a formacao das familias (8), a
prole resultante dos acasalamentos (9) sdo analisadas ao microscopio de fluorescéncia no
aumento de 40X (10), para a deteccao de larvas transgénicas, que irdo constituir as diferentes
linhagens transgénicas (Adaptacao de Rodrigues e Moreira, 2006b).
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4.10.2. Extracdo de DNA genbémico

A extragcdo de DNA gendmico dos mosquitos foi realizada segundo a
metodologia adaptada de Black e Munstermann (1996), utilizando fenol-cloroférmio.
Mosquitos, cujas cabecas foram excisadas e larvas, foram coletados em tubos de
microcentrifuga macerados com o auxilio de um pistilo de plastico em 200ul de tampéao
de lise (0,1M NaCl, 0,2M sacarose, 0,1M Tris-HCI pH 9,1, 0,05 EDTA, 0,05% SDS), até
dissociacdo completa do inseto. O macerado resultante foi centrifugado a 14.000 x g
por 30s e posteriormente, incubado a 65°C por 30min. A mistura foi adicionado
100ug/ml de proteinase K (Sigma) e apés homogeneizada foi incubada a 52°C, por 3h.
Ao material foram adicionados 200ul de fenol equilibrado (Sigma), sendo as amostras
transferidas para um homogeneizador por 10min, a temperatura ambiente.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13000 x g por 15min a 4°C, sendo a
parte aquosa resultante da mistura transferida para um tubo estéril. A parte aquosa
foram adicionados 200ul de fenol:cloroformio:alcool isoamilico  (25:24:1)
homogeneizando-se, por 10min, a temperatura ambiente. As amostras foram
novamente centrifugadas sendo a parte aquosa transferida para outro tubo estéril. Ao
sobrenadante foram adicionados 200l de cloroférmio, sendo a mistura homogeneizada
por 10min e centrifugada por 15min a 4°C. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi
transferido para tubos estéreis onde foram adicionados 200ul de isopropanol,
homogeneizado por 10min & temperatura ambiente. As amostras de DNA gendmico
precipitado foram removidas com auxilio de uma pipeta Pausteur (com a ponta selada)
e transferidas para tubos 1,5ml (Eppendorf), contendo 1ml de etanol 70%. A mistura foi
homogeneizada por 10min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e as
amostras secas ao ar. O sedimento contendo o DNA foi solubilizado em 100ul do
tampao Tris-HCI 10mM, pH 8,5 e mantido a -20°C.

4.10.3. Southern Blot
O numero de integracdes do gene da PLA.m no genoma das linhagens de

mosquitos Ae. fluviatilis transgénicos foi realizada através da técnica de Southern Blot.

Aproximadamente 10ug de DNA gendmico foram digeridos com 20U da enzima de
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restricdo Bgl Il (Promega). Os fragmentos foram separados em gel de agarose a 0,7%
contendo 0,5ug/ml de brometo de etidio. Apdés a corrida eletroforética o gel foi
desnaturado em tampéao 0,25M HCI por 10min, tratado com 0,5N NaOH, 1M NaCl por
30min, neutralizado com tampdo 0,5M Tris-HCI, pH 7,4, 3M NaCl por 30min a
temperatura ambiente. Posteriormente, o gel foi transferido para um sistema de
transferéncia por capilaridade onde foi colocado uma membrana de néilon sobre o gel,
varias camadas de papel absorvente sendo utilizado o tamp&do SSC 10X pH 7,0 (1,5M
NacCl, 0,15M CgHsNazO7) para possibilitar a transferéncia dos fragmentos de DNA para
a membrana. Apés 12 — 16h de transferéncia, a membrana foi colocada em um
equipamento de crosslinking (Stratagene) para fixagdo do DNA na mesma.

4.10.4. Preparacgéo e hibridizacdo das sondas radioativas

A sonda utilizada no ensaio de Southern blot foi preparada a partir da digestao
do vetor piggyBacEGFP com a enzima de restricdo Sal I. O fragmento resultante da
digestdo de 0,8kb (que corresponde ao braco esquerdo do transposon) foi excisado do
gel, purificado e marcado com [*P] dCTP conforme protocolo descrito por Feinberg e
Vogelstein (1983). A pré-hibridizacdo da membrana foi realizada em 15ml do tampéo
Church [1% BSA, 500mM NaH,;PO4, 1ImM EDTA e 7% de SDS (Church e Gilbert, 1984)]
durante 2h a 50°C. Posteriormente, a sonda desnaturada (5min a 95°C e logo apdés
5min no gelo) foi adicionada a solugdo de hibridizacdo e incubada durante 14h a 65°C.
Apos a hibridizagdo, a membrana foi lavada quatro vezes com SSC 2x (300mM NacCl,
30mM CgHsNazO;) e 0,1% de SDS, a temperatura ambiente. Apés a lavagem, a
membrana foi transferida para um cassete e exposta ao filme de raio X (Kodak),

mantido a -70°C. Apds sete dias de exposicéo, o filme de raio X foi revelado e fixado.

4.10.5. Extracdo de RNA total

Cinco intestinos e carcacas de mosquitos selvagens e transgénicos, machos e
fémeas, com idades entre trés a cinco dias foram dissecados em PBS 1x livre de
nucleases, pH 7,2. Todos os tecidos foram imediatamente congelados em banho de
gelo seco e etanol e armazenados a - 70°C. Para determinar o perfil temporal da

expressdo da PLA;m em mosquitos transgénicos, intestinos de fémeas foram
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dissecados em diferentes intervalos de tempo apds a alimentacdo sanglinea e
macerados em 100ul de Trizol (Invitrogen). Ap6s homogeneizacdo e incubacdo por
5min a temperatura ambiente, 100ul de cloroférmio absoluto foram acrescentados a
mistura, seguido de vigorosa agitacdo e incubacao a temperatura ambiente, por 3min.
As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15min a 4°C, sendo a fase aquosa
cuidadosamente transferida para microtubos estéreis de 1,5ml, resfriados em gelo. A
fase aquosa foram adicionados 250ul de alcool isopropilico absoluto, seguido de
incubacdo a temperatura ambiente por 10min e centrifuga¢édo a 12.000 x g, por 10min a
4°C. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram adicionados 500ul de etanol
75% seguido pela centrifugacdo a 7.500 x g por 5min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi seco ao ar. O RNA total purificado foi ressuspenso em
15ul de 4gua livre de RNAse [tratada com 0,1% de DEPC (Dietilpirocarbonato) por 1h a
37°C e autoclavada] e quantificado nos comprimentos de onda de 260 e 280nm em um

espectrofotometro, sendo posteriormente armazenado a -70°C.

4.10.6. Analise de expresséo por meio de RT-PCR

As reacdes da transcriptase reversa (RT) foram realizadas apés o tratamento de
0,5ug de amostras de RNA total com 1U da enzima DNase (RQ1l RNase-free
DNase—Promega), para eliminar qualquer contaminacdo de DNA. No tratamento das
amostras de RNA, além da enzima, foram acrescidos a reacdo tampao (Tris-HCI
400mM, pH 8,0, MgSO, 100mM, CaCl, 10mM) e agua tratada com 0,1% de DEPC em
um volume final de 10ul. As reagBes foram incubadas a 37°C, por 30min,
adicionando-se em seguida 1ul da solucdo de parada da reacdo (RQ1 DNase STOP) e
incubando-se a 65°C por 10min, para promover a inativagdo da enzima. A sintese do
cDNA foi realizada segundo instru¢des do fabricante (Invitrogen) onde as amostras de
RNA tratadas com DNAse foram adicionados 1ul de oligo dTis.18 (10mM) e 1ul de dNTP
(10mM) seguido de incubacgdo a 65°C por 2min. Posteriormente, foram acrescentados
a reacdo 4ul do tampao da 12 fita 5x (250mM Tris-HCI pH 8,3, 375mM KCI, 15mM
MgCl,) e 2ul DTT (Ditiotreitol) 0,1M, homogeneizado e incubado a 42°C por 2min. Para
a sintese de cDNA foram adicionadas 200U da enzima MRL-Reverse transcriptase
(Invitrogen). As reacdes foram incubadas a 42°C por 50min e inativadas a 70°C por
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15min. As amostras foram preparadas em pares, onde em uma das rea¢cbes nao foi
adicionada a enzima transcriptase reversa.

Para a amplificagdo dos cDNAs especificos as amostras foram submetidas a
PCR utilizando iniciadores especificos para o gene de bloqueio, PLA,m, e para o gene
constitutivo da proteina ribossomal RP49 do mosquito Aedes aegypti, utilizado como

controle positivo (ver tabela 1).

4.10.7. Ensaio de inibicdo da formacéo de oocistos

Mosquitos, selvagens e transgénicos, foram alimentados com sangue infectado
com diferentes espécies de Plasmodium. No 7° dia (P. falciparum e P. gallinaceum)
ap0s o repasto sanguineo infectante, foi realizada a contagem de oocistos. Os
mosquitos foram anestesiados sob gelo e o estbmago excisado do resto do corpo,
utilizando-se pincas e estiletes, sob uma lupa de disseccao. A visualizacdo dos oocistos
foi facilitada pela coloracdo dos estbmagos com solucdo de mercurio-cromo a 2% e a
contagem sob um microscépio Optico (aumento de 100x). A atividade de bloqueio do

desenvolvimento do parasita foi calculada como na férmula baixo:

InibicAo= Média do numero de oocistos por intestino de mosquitos selvagens X 100
Média do nimero de oocistos por intestino de mosquitos transgénicos

4.10.8. Microscopia confocal

Intestinos de mosquitos selvagens e transgénicos, quatro horas apds a
alimentacdo sanguinea (em camundongo) foram dissecados em PBS 1x pH 7,4. Os
tecidos foram fixados por 2h em paraformaldeido a 4%, a 4°C. As amostras foram
lavadas trés vezes em PBS 1x por 5min. Posteriormente, os tecidos foram bloqueados
em meio RPMI por 2h a temperatura ambiente. Anticorpos policlonais especificos,
produzidos contra a proteina PLA,m recombinante (produzidos neste trabalho) e contra
PLA, comercial (Nordic) diluidos em tampéao bloqueador (PBS 1x, BSA 1%, Triton 0,1%
- PBT) foram utilizados para a incubacdo dos tecidos a 4°C por 14h. Apds cada
tratamento com os anticorpos, os tecidos foram lavados em PBT. Posteriormente, foram
adicionados as amostras anticorpos anti-lgG de coelho conjugado ao marcador

fluorescente Alexa Fluor 488 (Molecular Probe), diluido na solucdo bloqueadora
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(Dakocytomation) na diluicdo de 1:2000. O nucleo das células foi corado com DAPI
(4'6’-Diamidino-2-fenilindolo cloridrato) (Invitrogen) por 10min. As imagens dos tecidos
foram obtidas utilizando um microscopio confocal (Zeiss, modelo LSM 510), nos
aumentos de 200x e 400x, com o filtro de 505-550.

4.11. ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos envolvendo a atividade da gomesina sobre a formacéo de
oocistos de P. falciparum foram realizados em triplicatas e as médias comparadas,
utilizando-se o teste ndo paramétrico, Teste t.

Os experimentos para verificar o grau de bloqueio dos mosquitos transgénicos
ao P. gallinaceum foram realizados em triplicatas ou quadriplicatas. As médias dos
nameros de oocistos em mosquitos selvagens e transgénicos foram comparados pelo

Teste Mann Whitney, com o nivel de significancia de 1% e 5% .
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5. RESULTADOS

5. 1. EFEITO DO PEPTIDEO ANTIMICROBIANO GOMESINA SOBRE ESPECIES
DE Plasmodium

5.1.1. Efeito da gomesina sobre o0s estagios assexuados de Plasmodium
falciparum

O efeito da gomesina sobre o estagio de proliferagdo intraeritrocitico de
P. falciparum foi estudado pelo método de incorporagéo de hipoxantina radioativa. A
gomesina foi capaz de inibir o desenvolvimento de ambos os parasitas sensiveis
(83D7-GFP) e resistentes a cloroquina (W2) (Fig. 5). Os valores de ICsy variaram de
75,8 (W2) a 86,6uM (3D7-GFP) em experimentos independentes. Por comparagao,
o ICsp para o artesunato, droga utilizada como controle, variou de 5,1nM (3D7-GFP)
a 25nM (W2).
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Figura 5: Curva dose-resposta da viabilidade de parasitas na presenca da gomesina
(A, B) e artesunato (C, D) contra a cultura in vitro das cepas W2 (A e C) e 3D7-GFP (B e
D) de P. falciparum. Os dados s&o representativos de trés experimentos independentes
usando artesunato como droga controle, e dois experimentos independentes com gomesina.
Cada experimento foi realizado em triplicata.
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5. 1.2. Efeito da gomesina sobre o desenvolvimento de oocinetos de P. berghei

Para determinar o efeito da gomesina sobre a formagédo e a viabilidade de
oocinetos, culturas de gametécitos de P. berghei foram incubadas na presenca de
diferentes concentragdes do peptideo. A gomesina foi adicionada a trés intervalos de
tempo (0, 4 e 8h apds o inicio da cultura) e a inibicao foi obtida através da contagem
do numero de oocinetos a cada 10.000 eritrocitos em comparagédo com a cultura
controle, onde ndo foi adicionado o peptideo (Tabela 2). Quando a gomesina foi
adicionada no inicio da cultura, na concentragédo de 12,5uM foi capaz de inibir de 54
a 100% a formagéo de oocinetos, 25uM inibiu de 67 a 100% enquanto em 50uM
levou em até 100% de inibicdo. Quando a gomesina foi adicionada no intervalo de 4
ou 8h apbs o inicio da cultura, valores iguais ou maiores que 75% foram observados
com 12,5uM, e a mortalidade de 75 — 100% com 50uM, a 4 e 8h respectivamente.
Este peptideo foi capaz de inibir significativamente o desenvolvimento de oocinetos
de P. berghei (Teste Mann Whitney).

Tabela 2. Efeito in vitro da gomesina sobre a formacgao de oocinetos de P. berghei.

Numero de oocinetos/ 10.000 eritrocitos (% inibi¢ao)

Concentragao Oh* 4h 8h
gomesina

Exp. 1 OuM 21 24 20
12,5uM 10 (54%) 6 (75%) 4 (80%)
25uM 7 (67%) 6 (75%) 2 (90%)
50uM 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)

Exp. 2 OuM 16 15 16
12,5uM 4 (75%) 1 (93%) 0 (100%)
25uM 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
50uM 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)

Exp. 3 OuM 4 4 4
12,5uM 0 (100%) 1(75%) 1 (75%)
25uM 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
50uM 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)

Exp. 4 OuM 23 22 23
50uM 0 (100%) 0 (100%) 5 (78%)

Exp. 5 OuM 17 15 17
50uM 0 (100%) 0 (100%) 2 (88%)

* Tempo de adigdo da gomesina no cultivo.
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5.1.3. Efeito da gomesina sobre o estagio sexuado de P. falciparum no mosquito

Para testar se a gomesina afetava o desenvolvimento sexuado de
P. falciparum no mosquito, diferentes concentragdes do peptideo foram adicionadas
a cultura de gametécitos. Em 50uM da gomesina, houve uma reducédo de 56% no

numero de oocistos, enquanto o bloqueio total foi obtido com 100uM (Tabela 3).

Tabela 3. Inibicdo da formag&o de oocistos de P. falciparum por gomesina.

NUmero de oocistos  Mosquitos positivos para % Inibigdo de
Concentracédo de gomesina

por intestino médio® oocistos” oocistos
controle 23+23 (0-99) 78,8 (41/52) -
25uM 17+21 (0-89)* 63,4 (33/52) 26
50uM 10£12 (0-51)** 71,2 (37/52) 56
100uM 0.5+1,2 (0-5)** 25 (13/52) 99,9

200uM 0o** 0 (0/52) 100




55

Resultados

de cerca de 0,5kb, correspondente ao gene da PLA,m, contendo os mesmos sitios
Kpn | e BamH I, foi excisado do gel (Fig. 6, B) para dar prosseguimento a clonagem

no vetor de expressao, pET32a.

A B

M 1 2

—30
—2,0

—1,0
— 05

Figura 6: Digestdo dos vetores pET32a e pGemT com as enzimas Kpn | e BamH I: O
vetor pET32a (A) e o vetor pGemT (B) foram digeridos seqUencialmente com as enzimas
Kpn | e BamH |. Os produtos das digestdes foram analisados em gel de agarose a 0,8%,
corado com brometo de etidio. M: marcador de DNA 1kb plus. 1 e 2: vetor pET32a digerido;
3: ndo digerido (A); 1: vetor pGemT digerido; 2: vetor ndo digerido 1 (B).

5.2.2. Clonagem do gene da PLA,m no vetor pET32a

O gene da PLA;m foi ligado ao vetor pET32a e, posteriormente usado para
transformar bactérias competentes TOP10. A presenga do gene da PLA,m foi
analisada pela PCR de colbnias, em gel de agarose corado com brometo de etidio.
Dos 20 clones analisados, todos continham o gene da PLA,m, mostrando uma alta
eficiéncia no processo de clonagem (Fig. 7). Além disto, para a confirmagao,
optamos por fazer um mapa de restricdo do vetor pET32a com varias enzimas (Pst |
e Xba I, EcoR |, Xba | e EcoR |) para confirmarmos que o gene da PLA,m foi
inserido corretamente no vetor pET32a (Fig. 8). Na digestdo dos clones 8, 12 e 19
com a enzima Pst | e Xba |, observamos o aparecimento de trés fragmentos, ~ 2,4,
4,0, 6,4kb, mas esperavamos o aparecimento de duas bandas (2,4, e 4,0kb), pois o
plasmideo tem um sitio de cada enzima. A banda de ~ 6kb provavelmente é o
plasmideo cortado somente com uma das enzimas (~ 6,4kb esperado) havendo,

portanto digestdo parcial. Com a enzima EcoR |, houve o aparecimento de um
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fragmento de aproximadamente 6kb, linearizando o vetor como esperado, pois este
apresenta um unico sitio para a enzima EcoR | em sua estrutura. Com a digestao do
vetor com as enzimas Xba | e EcoR |, podemos verificar o aparecimento de dois
fragmentos (5,8kb e 1,0kb), confirmando mais uma vez a insercdo do gene da

PLA2m no plasmideo.

Kb M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 M Kb

—
R R W W W e e - e e e e e e W e e e

OA
13, K=

M 19 20 21 22

Figura 7: PCR de colbnias de bactérias para verificar a inser¢cao do gene da PLA,m no
vetor de expressdo pET32a: Uma aliquota de 5ul dos clones de bactérias transformadas
com a ligagdo do gene da PLA,m em pET32a foi adicionada a mistura de reagdo da PCR.
Os produtos obtidos da PCR (com iniciadores especificos para o gene da PLA,m) foram
analisados em gel de agarose a 1,0 % corado com brometo de etidio. M: marcador de DNA
100 pb; 1: controle (-): auséncia de DNA, 2 a 22: clones de bactérias transformadas, exceto
18: controle (+) da reacao: AgPerPLA, em pUC19.
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Kb M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M Kb
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Figura 8: Mapa de restricdo do vetor pET32a contendo o gene da PLA,m: Amostras de
DNA plasmidial proveniente de trés clones de bactérias foram digeridas com diferentes
enzimas de restricdo. Os produtos da digestao foram analisados em gel de agarose a 1,0 %,
corados com brometo de etidio. M: marcador de DNA de 1kb. Amostras 1 a 3: vetor (clones

8, 12 e 19) nao digerido, 4 a 6 vetor digerido com Pstl e Xbal, 7a 9: EcoR |, 10 a 12: Xba |
e EcoR I. (A) 30 min; (B) 1 h de corrida.
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5.2.3. Sequenciamento do vetor pET32a contendo o gene da PLA,m

Procedemos ao sequenciamento do inserto de um dos clones de bactérias,
obtido apds a clonagem para checarmos a identidade do fragmento inserido. Pela
analise da Figura 9, verificamos duas substituicdes 130G>A e 145C>A na sequéncia
de nucleotideos obtida do clone 8 em relacdo a sequéncia da fosfolipase A, néo
mutada (numero de acesso AF438408). Estas modificagcbes de nucleotideos
correspondem as mudancgas de aminoacidos no sitio ativo da enzima, A43T e H48N.
Os resultados confirmam a presenga das mutacdes inseridas no sitio ativo da

enzima PLAom.
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Figura 9: Alinhamento da sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da PLA,m no
vetor pET32a: A sequéncia da PLA; original foi depositada no GenBank com o numero de

acesso: AF438408. A sequéncia do vetor pET32a correspondente ao clone 8 do gene da

PLA,m foi utilizada no alinhamento para comparacgao. As mutagdes estdo marcadas com um
retdngulo. Substituicdo dos aminoacidos alanina (A) por treonina (T), histidina (H) por

asparagina (N) na PLA,m.
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5.2.4. Expressao da proteina PLA,m recombinante

O vetor pET32a contendo o gene da PLA,m foi inserido por choque térmico
em bactérias de expressdo BL21(DE3)pLysS. Os clones de bactérias obtidos foram
analisados através da PCR (de colénias de bactérias) em gel de agarose corado
com brometo de etidio. De acordo com a figura 10 podemos observar que dos 20
clones analisados, o gene da PLA;m foi amplificado em todos eles. Desta forma,
selecionamos quatro clones de bactérias, cujo gene da PLA,m estava presente e
induzimos a expressao por 1, 2, 4, 6, 12h com a adicdo de 1mM de IPTG. Apds a
indugao da expressao, as amostras foram centrifugadas e o sedimento solubilizado
em PBS 1x e tamp&o de amostra. Pela anadlise em SDS-PAGE, observamos que
apés a indugao por IPTG obtivemos uma banda proeminente de 38kDa
correspondente a PLA,m recombinante (20kDa do vetor + 18kDa PLA,m). Na figura
11, observamos que ocorreu um aumento da expressao da proteina recombinante
de 1 a 4h em todas as amostras testadas, enquanto que no intervalo de 6 e 12h a
expressao foi mantida. Uma vez que a expressao da PLA,m foi verificada em todas
as amostras analisadas, selecionamos o clone 2 para analises futuras e fixamos em

4h o tempo de indugédo com IPTG.
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Kb M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

M 19 20 21 22 M

Figura 10: PCR de colbdnias de bactérias para verificar insercado do gene da PLA,m no
vetor de expressdo pET32a em bactérias BL21(DE3)pLysS: Uma aliquota de 5ul dos
clones de bactérias transformadas com a ligacdo do gene da PLAom em pET32a foram
adicionados a mistura da reagcao PCR. Os produtos obtidos da PCR foram analisados em
gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. M: marcador de DNA 1kb plus.
1: controle ( - ): auséncia de DNA, 2 a 22: clones de bactérias transformadas, exceto 18:
controle (+) da reagao.
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Figura 11: Analise em SDS-PAGE a 12% da cinética de expressdo da proteina
recombinante PLA,m: Quatro clones de bactérias transformadas com o plasmideo pET32a
(contendo o gene da PLA,m) foram crescidos em 5ml de meio LB contendo antibiéticos por
2h a 37°C, em agitagdo. Uma aliquota contendo 50ul da cultura de bactérias foi inoculada
em 5ml de meio LB contendo antibidticos, sem (N) ou com (1) 1mM de IPTG em diferentes
intervalos de incubacdo (1, 2, 4, 6, 12h). As amostras foram coletadas, centrifugadas,
ressuspendidas em PBS e tamp&o de amostra e aplicadas em gel de poliacrilamida. O gel
foi corado com Coomassie Blue R. MM: Marcador de massa molecular. Clones 2 (A), 4 (B),

6 (C), 19 (D).
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5.2.4.1. Localizacdo da PLA,m em corpusculos de incluséo

O clone 2 foi inoculado em meio LB contendo ampicilina e cloranfenicol, e a
expressao do gene da PLA;m induzida pela adi¢ao de IPTG. Ja que a proteina foi
mais expressa 4h apoés a indugdo com IPTG, a proxima etapa consistiu em verificar
se a PLA;m estaria localizada no sobrenadante ou no sedimento. Desta forma, a
cultura de bactérias foi lisada e lavada, separando-se as proteinas obtidas do
sobrenadante (fragcédo soluvel) e do sedimento (fragdo insoluvel) apds centrifugacao.
Verificamos que a PLA;m estava presente no sedimento bacteriano e ndo no
sobrenadante, sinalizando assim que a proteina PLA;m encontrava-se insoluvel, em

corpusculos de incluséo (Fig. 12, canaleta 3).

kDa MM 1 2 3

50 —

40 —

30 —

25 —
20 —

Figura 12: Analise em SDS-PAGE a 12% para localizar a expressao da PLA,m: MM:
marcador de massa molecular; 1: cultura de bactérias ndo induzida; 2: sobrenadante da
cultura induzida; 3: sedimento da cultura induzida com 1mM IPTG.
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5.2.4.2. Purificacdo da proteina PLA,m em coluna de Niquel

Uma vez que a proteina foi expressa no sedimento, tornou-se necessaria a
solubilizagdo da amostra com agente desnaturante (Uréia 8M) para que
pudéssemos purifica-la. O lisado processado foi aplicado em uma coluna de Niquel,
equilibrada com diferentes tampdes. A proteina PLA,;m foi eluida em tampdes com
pHs decrescentes (5,9 e 4,5). Da purificagao resultaram-se oito amostras coletadas,
que foram analisadas em gel de poliacrilamida (Fig 13). Na figura 13. A, observamos
que a proteina recombinante encontra-se no sedimento, ndo sendo detectada nos
tampdes de homogeneizacao da amostra [(B), pH 8,0] e lavagem [(C), pH 6,3] apos
a passagem pela resina. A proteina comegou a ser eluida no pH 5,9, sendo que no
pH 4,5 houve um incremento na eluicdo, que resultou em um aumento da
concentragao protéica verificada no gel (Fig. 13, B). Pela analise em SDS-PAGE,
podemos verificar que a banda corresponde a proteina recombinante PLA;m,
apresentando uma massa molecular em torno de 38kDa sendo 19kDa da proteina
de fusdo (Tioredoxina), 1kDa da cauda de 6 histidinas e 18kDa da proteina de

interesse.
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Figura 13: Analise em SDS-PAGE a 12% das fracdes obtidas da purificacdo da
proteina recombinante PLA,m: O sedimento obtido da cultura de bactérias expressando a
proteina PLA,m foi lisado e aplicado em uma coluna de Niquel (Ni** -NTA). As fracdes
obtidas do processo de lavagem (pH 8,0 e 6,3) (A) e eluigdo (pH 5,9 e 4,5) (B) foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida. O gel foi corado com Coomassie Blue R.
MM: marcador de massa molecular. E1 até E8: fragdes eluidas.
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5.2.5. Atividade da proteina PLA,m recombinante sobre o desenvolvimento de

P. gallinaceum

Para testar o efeito da proteina recombinante sobre o desenvolvimento do
parasita, cerca de 0,1umol/l da PLA,m foram adicionados ao sangue obtido de aves
infectadas com cepa de P. gallinaceum e utilizado para alimentacdo de mosquitos
(fémeas) Aedes fluviatilis, em um sistema de alimentagao artificial. Como controles
foram utilizados, tampao onde a proteina foi dialisada (100mM NaH,PQOg4, 10mM Tris,
0,5M Uréia, pH 6,9) e 0,1umol/l da proteina PLA, comercial [capaz de inibir o
desenvolvimento do parasita como demonstrado por Zieler et al. (2001)]. Podemos
observar, na tabela 4, que a PLA:m recombinante foi capaz de inibir, o
desenvolvimento de P. gallinaceum de 70 a 78,6%, quando comparada ao controle
(tampao), ao nivel de significAncia menor que 1% pelo mesmo Teste estatistico
(Mann Whitney). Como esperado, a proteina PLA, (comercial) demonstrou uma
capacidade de inibicdo do desenvolvimento do parasita de 91 a 93%, quando
comparado ao controle (p<0,01). Em outro experimento, observamos que embora a
prevaléncia de mosquitos infectados foi menor do que 70%, a inibicdo do
desenvolvimento de P. gallinaceum foi de 43,3% para a PLAom e 92,2% para a PLA;
(dados nao mostrados na tabela). Os resultados sdo provenientes de trés

experimentos independentes.
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Tabela 4: Efeito da PLA,m recombinante sobre a formacao de oocistos de P. gallinaceum.

Exp. Amostra Prevaléncia de Numero de Média do n°. de Inibigdo
infecgao® oocistos (faixa)® oocistos®
1 Tampéo 74% (20/27) (0-122) 32,4 -
PLA;m 67% (12/28) (0-72) 10,7 70%
PLA, 40% (8/20) (0-21) 2,8 91%
2 Tampao 90% (18/20) (0-120) 21,3 -
PLA;m 40% (8/20) (0-34) 4,55 76,8%
PLA, 15% (3/20) (0-2) 0,2 93%
@ Porcentagem de mosquitos infectados (nimero de mosquitos infectados/nimero total de
mosquitos).

Numero de oocistos entre paréntese.
¢ Média do nimero de oocistos por intestino. Os valores observados estdo indicados entre
paréntese. As médias de oocistos dos mosquitos alimentados com sangue + tampéo e
alimentados com sangue + amostras testadas foram comparadas pelo Teste Mann Whitney
(com diferenga significativa ao nivel de 1%).

5.2.6. Producéao de anticorpos policlonais contra PLA,m

Para verificar a presencga da proteina no intestino de mosquitos transgénicos,
nos produzimos em coelhos anticorpos policlonais mono-especificos contra a
proteina PLAom recombinante. Amostras de soros coletadas antes e apds a
imunizagao dos animais foram tituladas por ELISA, em diluigcbes seriadas (Fig. 14).
Observamos que os soros policlonais 1 e 2 foram capazes de reconhecer
eficientemente a proteina recombinante em todas as diluigbes testadas (1:1000 até
1:128.000).



68

Resultados

1,2

0,8

0,6

Abs. (490nm)

0,4

0,2

0l+41"—4/:/:

1:128000  1:64000 1:32000 1:16000 1:8000 1:4000 1:2000 1:1000
Diluicbes

Figura 14: Titulacdo dos soros policlonais contra PLA,m: Uma placa de 96 pocgos foi
sensibilizada com 5ug/ml da PLA,m recombinante, bloqueada com leite 5%, lavada com
PBST e incubada com os soros pré- imune 1 (m) e 2 (¢), policlonal mono-especifico 1 (e) e 2
(A) em diluicbes seriadas (fator 2 de diluigdo), a partir das amostras iniciais diluidas 1000
vezes. Como anticorpo secundario foi utilizado anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase.
A reacao foi revelada pelo sistema peroxidase/peroxido de hidrogénio. Os valores
representam a média £ desvio padrao de triplicata.

5.2.7. Reconhecimento da PLA,m pelos anticorpos policlonais

Para testar a imunogenicidade dos anticorpos produzidos, cerca de 15ug da
proteina foi submetida a eletroforese, transferida para membrana de nitrocelulose e
0 reconhecimento pelos anticorpos analisados por Immunoblotting. A figura 15
mostra que o soro 1 contendo anticorpos policlonais contra PLA;m foi capaz de
reconhecer uma banda protéica de 38kDa que corresponde a proteina
recombinante, no entanto o soro policlonal 2 foi capaz de reconhecer além da
PLA;m outras bandas protéicas inespecificas, na diluicao de 1:10.000. Como
esperado nao houve reconhecimento de bandas protéicas pelos soros pré-imune 1 e
2.
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Figura 15: Analise em imunoblotting do reconhecimento da PLA,m pelo anticorpo
policlonal mono-especifico contra a proteina recombinante: As membranas foram
tratadas com soro policlonal contra a PLA;m do coelho 1 (1) e do coelho 2 (2) ou com os
soros pré-imune do coelho 1 (3) e do coelho 2 (4). Como anticorpo secundario foi utilizado
anti-lgG de coelho. A reacéo foi revelada pelo sistema peroxidase/peréxido de hidrogénio.
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5.3. MONTAGEM DO GENE HIBRIDO AgPerlPLA,m NO VETOR
piggyBacEGFP

Iniciamos o processo de construcdo do gene hibrido a partir de dois plasmideos
cedidos pelo nosso colaborador, Dr. Marcelo Jacobs-Lorena (Universidade Johns
Hopkins, EUA). O primeiro plasmideo (pUC19 - AgPerlPLA;) continha a regiao
promotora da proteina 1 da matriz peritréfica de Anopheles gambiae (AgPerl) e a
regido codificadora da PLA; do veneno de abelha original (Abraham et al., 2005). O
segundo plasmideo (pCRII TOPO PLA,;m) continha a sequéncia da PLA, mutada em
seu sitio ativo e consequentemente inativada (ver Fig. 3). A seguir descreveremos
varias subclonagens em plasmideos que possuem sitios de enzimas de restricao
necesséarios para a etapa final de insercdo no vetor que contém as seqiiéncias do
elemento de transposicéo piggyBacEGFP (esquematizados na Metodologia - Figs. 16 e
17).
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Figura 16: Esquema mostrando a obtencdo do plasmideo pUC19, contendo o cassete
AgPerlPLA,;m: As 1% etapas incluem a digestdo do plasmideo pUC19 (para retirada da PLA,)
(A), amplificagdo da PLA,m com iniciadores contendo sitios Kpn | e BamH | e a purificacdo do
promotor AgPerl em pUC19(C). As proximas etapas incluem: clonagem da PLA,m em pGem-T
easy (B), digestdo deste vetor para retirada do inserto (PLA,m) e ligacdo do cassete
AgPerlPLA;m em pUC19 (D). Os tamanhos dos fragmentos apresentados no esquema nao

estdo em escala.
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Figura 17: Esquema mostrando a 22 etapa até a obtencdo do plasmideo piggyBacEGFP
contendo o cassete AgPerlPLA,m para ser utilizado na microinjecdo de embrides de
Ae. fluviatilis: A 1° etapa inclui a digestdo do plasmideo pSLfal180fa (shuttle) com Pst I, a
insercdo do cassete AgPerlPLA,m e depois a digestdo deste plasmideo e do piggyBac com as
enzimas Asc | e Fse | (A). A proxima etapa inclui a excisdo do fragmento AgPerl/PLA,m,
purificacdo e ligacdo no vetor piggyBac (B). As setas no vetor piggyBac correspondem aos
bracos do elemento de transposicdo. Os tamanhos dos fragmentos apresentados no esquema
nao estdo em escala.
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5.3.1. Subclonagem da PLA,m em pGem-T easy

O plasmideo pCR Il TOPO PLA.m foi utilizado para transformar células de E. coli
competentes TOP10 e seu DNA plasmidial foi purificado. O DNA plasmidial foi utilizado
para amplificacdo da PLA,m por PCR, inserindo-se artificialmente os sitios das enzimas
de restricdo Kpn | e BamH | nas extremidades do fragmento, necesséarios para a
clonagem deste fragmento em substituicio a PLA, original no plasmideo
pUC19 - AgPerl. O produto desta PCR foi clonado no plasmideo TA pGem-T easy, e
utilizado para transformar células TOP10 competentes e posteriormente, alguns clones
da placa foram checados por PCR de col6nia. Em todos os 10 clones analisados, houve
a amplificacdo do gene da PLA;, correspondente ao fragmento de cerca de 0,5kb (Fig.
18).

Kb M1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M2 Kb

15

0,5

0,2

Figura 18: PCR de colodnias para verificar a clonagem do gene da PLA,m em pGem-T
easy: M1: Marcador de DNA 1kb; M2: Marcador de DNA 100pb, 1: controle ( - ) auséncia de
DNA, 2 a 11: clones de bactérias transformadas, 12: controle ( +): PLA,m em pUC19.
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5.3.2. Digestao dos plasmideos pGem-T e pUC19

Ambos os plasmideos (pGem-T easy/PLA;mutada e pUC19/AgPerlPLA,) foram
digeridos sequencialmente, com as enzimas Kpn I/BamH I. O produto da digestéo foi
analisado em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio. As bandas
correspondentes a PLA,m (do plasmideo pGem-T easy - PLAom) e do plasmideo
pUC19 contendo as sequéncias regulatorias da AgPerl foram excisadas do gel e os
respectivos DNAs purificados utilizando o kit Qiaexll (Qiagen). Na figura 19,
observamos que apés a digestao do plasmideo pGem-T easy houve o aparecimento de
dois fragmentos, um de 3kb, correspondente ao vetor, e o outro de 0,5kb
correspondente a PLA,m. A digestdo do vetor pUC19 resultou no aparecimento de dois
fragmentos, neste caso, um fragmento correspondente ao gene da PLA; sem a
mutacdo, de 0,5kb, e o fragmento correspondente ao vetor juntamente as sequéncias
regulatorias da AgPerl, de 6,1kb (Fig. 20). Posteriormente, o plasmideo foi
desfosforilado com a enzima CIAP.

Vetor intacto
1
Kb M1 clone4 clonel0 4 10 M2 Kb

3,0
15 2,0
1,0 10
0.5 05
0,1

Figura 19: Digestdo de dois clones de bactérias transformadas com o gene da PLA,m em
pGem-T easy com as enzimas Kpn | e BamH I: Os clones 4 e 10 foram digeridos
sequencialmente com as enzimas Kpn | e BamH I. Os produtos da digestdo foram analisados
em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio. M1: marcador de DNA 100pb;
M2: marcador de DNA 1kb plus.
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Figura 20: Digestdo do plasmideo pUC19 com as enzimas Kpn | e BamH I: O plasmideo
pUC19 foi digerido sequencialmente com as enzimas Kpn | e BamH | e tratado com a enzima
CIAP. O produto foi analisado em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etidio.
M: marcador de DNA 1kb plus; 1: pUC19 digerido e defosforilado.

5.3.3. Insercédo da PLA,m no plasmideo pUC19

Uma vez que dispunhamos do plasmideo pUC19 contendo o promotor AgPerl e
0 gene da PLA,m purificados, realizamos a ligacdo destes fragmentos e a
transformacdo de bactérias. Os clones obtidos foram submetidos a PCR de col6nia
utilizando iniciadores especificos para a PLAom (PLAMF e PLAMR), e os produtos
analisados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. De 33 clones
analisados em 24 clones o gene da PLA;m foi amplificado, correspondendo ao
fragmento de 0,5kb, observado nas canaletas 2 a 8, 10, 12, 16 a 18, 19 a 29, 33 (Fig.
21).
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Figura 21: Amplificacdo através da PCR do gene da PLA,m ligado ao promotor AgPerl no
plasmideo pUC19: Uma aliquota de 5ul dos clones de bactérias transformadas com o gene
AgPerlPLA;m em pUC19 foram adicionados a uma reacgdo de PCR. Os produtos obtidos da
amplificacdo foram analisados em gel de agarose a 1% e corados com brometo de etidio.
M: marcador de DNA 100pb; 1: controle ( - ): auséncia de DNA, 2 a 34: clones de bactérias
transformadas. Os clones selecionados estdo marcados com uma seta.

5.3.4. Mapa de Restricdo do plasmideo pUC19 contendo o cassete AgPer1PLA,;m

Para confirmarmos a presenca do gene da PLA;m neste plasmideo, cerca de
300ng de DNA do plasmideo pUC19 (clones 6, 12 e 19) foram digeridos com vérias
enzimas de restricdo (ver mapa do plasmideo em anexo). Na digestdo do vetor com as
enzimas EcoR | e Hind Ill, houve o aparecimento de fragmentos de tamanhos
esperados de acordo com os sitios de restricdo presentes no plasmideo (Fig. 22).
Quando a digestao foi realizada com a enzima Xba | o plasmideo foi linearizado,
observando-se o aparecimento de um fragmento de 6,4kb, enquanto que na digestédo
com Pst | houve o aparecimento de dois fragmentos predominantes, de 3,0 e de 3,4kb.
Desta forma, confirmamos, por meio da digestdo do plasmideo, que o gene da PLA;m

foi incorporado, junto ao promotor AgPerl no plasmideo pUC19.
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Figura 22: Mapa de restricdo dos clones de bactérias transformadas com o gene
AgPerlPLA,m em pUC19: Os clones 6, 12 e 19 foram digeridos com diferentes enzimas de
restricdo. Os produtos da digestdo foram analisados em gel de agarose a 1%, corados com
brometo de etidio. M: marcador de DNA de 1kb plus. Amostras 1 a 3: vetor (clones 6, 12 e 19)
nao digerido, 4 a 6: vetor digerido com EcoR | e Hind Ill, 7 a 9: Xbal e canaletas 10 a 15: Pst I.
(A) 30 min; (B) 1h de corrida.
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5.3.5. Sequenciamento de clones AgPer1PLA,m / pUC19

Nosso proximo passo foi verificar se a sequiéncia do gene da PLA; presente em
nossa construcao realmente tratava-se do gene da PLA, com a mutacao nas posi¢coes
corretas. Para isso, uma amostra de DNA correspondente ao clone 6 (AgPerlPLA,m
em pUC19) foi sequenciada. De acordo com a analise da sequéncia obtida verificamos
que o clone 6 apresenta de fato, o gene da PLA, com as mutacfes ja descritas

anteriormente (Fig. 23).
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Figura 23: Alinhamento da seqiéncia de nucleotideos e aminoacidos da PLA,m em
pUC19: A seqiiéncia original foi depositada no GenBank com o nimero de acesso: AF438408.
A sequiéncia consenso do clone 6 em pUC19, correspondente ao gene da PLA,m, foi utilizada
no alinhamento para comparacédo. As mutacdes estdo marcadas com retangulos. Substituicdo

dos aminoéacidos alanina (A) para treonina (T), e histidina (H) para asparagina (N).
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5.3.6. Transferéncia do cassete AgPerlPLA,m para o plasmideo shuttle

Depois de verificada a correta sequiéncia dos clones foi realizada a digestdo com
a enzima Pst I, que tem sitios em ambas as extremidades do cassete (AgPerlPLA,m)
para posterior transferéncia para o plasmideo shuttle (pSLfal180fa). Este plasmideo
possui 0s sitios para as enzimas de restricdo Asc | e Fse |, necesséarios para a
clonagem final do gene hibrido no transposon, piggyBac. O plasmideo shuttle também
foi digerido com a enzima Pst | (Fig. 24) e posteriormente seu DNA foi tratado com a
enzima CIAP para desfosforilar o vetor e evitar seu anelamento (sem ligagdao ao
fragmento de interesse). Apos utilizacdo do kit PCR purification (Qiagen) para eliminar
todos os residuos das enzimas, o DNA foi utilizado na reacéo de ligacédo. O produto da
ligacdo, unindo o plasmideo shuttle ao cassete AgPerlPLA,m, foi clonado em bactérias,
e dois clones obtidos (12 e 19) foram digeridos com Asc | e Fse [; para retirar o
fragmento de 3,9kb correspondente ao cassete AgPerlPLA,m, flanqueados pelos sitios
Asc I/Fse |. De dois clones digeridos, o clone 12, ndo incorporou o cassete, pois da
digestao resultou o aparecimento de dois fragmentos, de 3,5 e de 0,5kb correspondente
aos sitios Asc | e Fse | presentes no vetor intacto (Fig. 25, A. 1). J4 a digestdo do clone
19 resultou no aparecimento de dois fragmentos, de 3,5 e de 3,9kb, confirmando a
presenca do gene de interesse (AgPerlPLA,m) (Fig. 25, A. 2).
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Figura 24: Plasmideo shuttle digerido com a enzima Pst |: O plasmideo shuttle foi digerido
com a enzima Pst | e posteriormente defosforilado. O produto da digestao foi analisado em gel
de agarose a 1%, corado com brometo de etidio. M: marcador de DNA 1kb. 1: plasmideo

digerido.
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Figura 25: Digestdo dos plasmideos shuttle e piggyBac com as enzimas Asc | e Fse I: Os
vetores shuttle (A) e piggyBac (B) foram digeridos com as enzimas Asc | e Fse |. O produto da
digestao foi analisado em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio. M: marcador de
DNA 1kb plus. (A) Canaletas 1 e 2: clones 12 e 19, vetor shuttle digerido com ambas enzimas.
(B) 1: vetor piggyBac néo digerido, 2: vetor digerido com ambas enzimas.

5.3.7. Clonagem do gene hibrido AgPer1PLA,m em piggyBac

Ja que o gene da PLA,m seria utilizado para ser introduzido em embrides de
mosquitos, necessitdvamos introduzi-lo no vetor contendo as seqiéncias do elemento
de transposicdo piggyBac e o gene da proteina verde fluorescente (GFP), utilizado
como marcador. Cerca de 1 ug do vetor foi digerido com as enzimas Asc | e Fse I, para
que o cassete AgPerlPLA, pudesse ser incorporado a este vetor. A digestao resultou
no aparecimento de um unico fragmento de 6,5kb, correspondente ao vetor linearizado,
pois os sitios das enzimas Asc | e Fse | se encontram bem proximos (Fig. 25, B).
Procedemos entdo a ligacdo do cassete AgPerlPLA, no vetor piggyBac e
posteriormente, a transformacdo de bactérias competentes. Varios clones foram
obtidos, alguns deles foram selecionamos e denominados, Al, A2, B1, B2, C1, C2, D1,
D2, E1.
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5.3.8. Mapa de Restricdo do vetor piggyBac/AgPer1PLA,;m

Para confirmar se a sequéncia foi incorporada digerimos os mesmos clones com
as enzimas Fse | e Asc I. Observamos que somente os clones Al, B2, D1
apresentaram as bandas de 4,2 e 6,5kb (Fig. 26), confirmando a presenca da
sequéncia AgPerlPLA,. Nas demais amostras digeridas, ndo houve o aparecimento
das bandas esperadas, podendo ser devido a concentracdo de enzima utilizada que
nao foi suficiente para a digestdo completa do vetor ou realmente nos outros clones a
sequéncia nado foi introduzida no piggyBac. Mas como precisadvamos de apenas um

clone correto, escolhemos o clone Al para prosseguirmos o trabalho.

Figura 26: Digestdo do DNA com as enzimas Asc | e Fse | de diferentes clones de
bactérias transformadas com o vetor piggyBac contendo o gene AgPerl1PLA,m: Os clones
de bactérias transformadas com o vetor piggyBac contendo o gene hibrido denominados, Al,
A2; B1, B2; C1, C2; D1, D2, E1 foram digeridos com as enzimas Asc | e Fse |. Os produtos da
digestdo foram analisados em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio.
M: marcador de DNA 1kb plus. ( - ): clones néo digeridos; ( + ): clones digeridos com ambas as
enzimas.
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5.3.9. Sequenciamento do clone AgPerlPLA,m/piggyBac

Nosso proximo passo foi verificar se a sequiéncia do gene da PLA; presente em
nossa construcao realmente se tratava do gene da PLA; com a mutacao nas posi¢coes
corretas. Para isso, uma amostra de DNA correspondente ao clone Al (AgPerlPLA; em
piggyBac) foi sequenciada com os iniciadores PLAMF e PLAMR. De acordo com a
analise da sequéncia obtida verificamos que o clone Al apresenta de fato, o gene da
PLA, com a mutacao (Fig. 27). A construgédo final no elemento de transposi¢éo pode ser
visualizada na representacdo esquematica (Fig. 28). Utilizamos a regido 5-UTR
contendo o promotor da proteina 1 da matriz peritréfica de An. gambiae
(AgPerl - 2,5kb) para secretar imediatamente apos a alimentacdo sanguinea a PLA;m
(0,5kb) no Iimen do intestino de mosquitos Ae. fluviatilis transgénicos. Além disso,
também foi incluido na construcdo uma sequéncia de 900pb da regido 3-UTR do
préprio AgPerl, com intuito de estabilizar a producdo do RNAm da PLA,m. Para a
deteccdo da (s) linhagem(ns) transgénica(s) € necessario o uso de marcadores
especificos. Neste estudo, utilizamos o gene que codifica a proteina verde fluorescente
(com fluorescéncia melhorada), o EGFP, e para dirigir a expressdo do gene marcador
utilizamos o promotor 3xP3, especifico de tecidos neurais, olho e papilas anais do
inseto. Neste estudo utilizamos o elemento de transposicdo piggyBac que continha o
gene marcador EGFP sendo dirigido pelo promotor especifico de tecidos neurais, olho e
papilas anais do mosquito. O gene hibrido (contendo as sequiéncias 5-UTR e 3"-UTR
do promotor AgPerl e o gene de bloqueio PLA,m) foi inserido neste vetor para posterior

uso na microinjecdo de embrides de mosquitos Ae. fluviatilis.
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Fs, P, Bg, B

piggyBacD 5, EGFP Sv40  5.UTR/Promotor PLA:m 3" piggyBacE
P3 polyA AgPerl UTR

1
2,5kb 0,5kb 0,9kb

Figura 28: Diagrama esquematico da construcdo pBac[3xP3-EGFPam]-AgPerl-PLA,m
utilizada para transformacao de Ae. fluviatilis: A construcdo consiste na seqténcia 5-UTR/
promotor da proteina 1 da matriz peritréfica de An. gambiae (AgPerl) ligada a sequéncia da
fosfolipase A, do veneno de abelha mutada (PLA,m) seguida pela seqiiéncia flanqueadora
3’-UTR do AgPerl. Os bracos direito e esquerdo do elemento de transposi¢ado (piggyBacD e
piggyBacE) estédo representados pelas setas grandes invertidas. As setas pequenas indicam o
inicio da transcricao. Os sitios de enzimas de restricdo sao: B, BamH [; Bg, Bgl II; Fs, Fse [; K,
Kpn I; P, Pst I; N, Not I; S, Sac Il. A figura ndo se encontra em escala de tamanho dos
fragmentos.

5.3.10. Transformacédo de mosquitos Aedes fluviatilis com o transposon piggyBac

Setecentos e setenta embrides de mosquitos Ae. fluviatilis foram injetados com
uma mistura de DNA, contendo o elemento de transposi¢cado piggyBac e o plasmideo
auxiliador (Helper) phsp-pBac. Deste total, 108 atingiram a fase larval apresentando
uma taxa de sobrevivéncia de 25% em relacdo ao experimento controle (Controle 1) no
qual ndo houve manipulacdo nenhuma dos ovos. Oitenta e quatro larvas injetadas
chegaram a fase adulta formando 16 familias, porém a familia 16 ndo apresentou
descendentes férteis. Das 15 familias férteis, quatro delas (4T, 8T, 9T e 10T)
produziram descendentes expressando o gene marcador EGFP apresentando, assim,

uma frequéncia de transformacéo de 27% (Tabela 5).
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Tabela 5. Numero de embribes injetados, sobrevivéncia dos adultos, numero de familias
transgénicas e a freqiéncia de transformacdo em mosquitos Aedes fluviatilis.

Experimento® NUmerode Larvas Sobrevivéncia Familias Familias Frequéncia de
embriBes (%ecloséo) adultos férteis transaénicas transformacdo®
Controle 1 254 140 - - - -
Controle 2 236 83 (64%) - - - -
Injetados 770 108 (25%) 84 15 4 27%

* Controle 1 sdo embrides nao manipulados. Controle 2 sédo embriGes manipulados porém néo injetados.
® Para o célculo da porcentagem de larvas, o controle 1 foi considerado como 100%.
° A frequiiénc557.94 Tm(ado )Tj110.02 0 0 104.096 p(ntatra374én)Tj10.02 0 0 799782.02 86.28 546.479sformaara7Tm(|
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Figura 29: Fotomicrografia de fluorescéncia mostrando a presenca da expressao do gene
marcador (EGFP): Larva, pupa e mosquitos adultos selvagens e transgénicos de Ae. fluviatilis
foram analisadas em microscépio invertido de epifluorescéncia no aumento de 40x. A, C, E:
Larva, pupa e adulto selvagens, respectivamente. B, D, F: larva, pupa e adulto transgénicos
respectivamente.
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5.3.12. Amplificacdo do gene marcador e do gene de blogueio

Pela técnica de PCR, observou-se a presenca do gene marcador, EGFP, e do
gene de bloqueio, PLAom, em todas as linhagens transgénicas, confirmando a
integracdo dos mesmos no genoma do mosquito (Fig. 30). Na linhagem selvagem nao
foi encontrado nenhum produto de amplificacdo, como esperado. Os tamanhos dos
produtos obtidos foram de aproximadamente 650pb, para o marcador EGFP (Fig. 30, A)
e 500pb, para o gene de blogueio PLA,m (Fig. 30, B), de acordo com a seqiéncia do
EGFP e da PLA,m inseridas no elemento de transposicédo piggyBac, que foi utilizado
como controle positivo na reacao. Oligonucletideos especificos para o gene da actina
de Ae. aegypti (Krebs et al., 2002), foram usados como um controle da extracdo do
DNA gendmico, tendo a amplificacdo de um fragmento de 850pb, como esperado em

todas as amostras testadas (Fig. 30, C).

kb M S 4T 8T 9T 10T c(-) «cl(+)

A 0,7 —— — — -_—

M S 4T 8T 9T 10T c(-) «cl(+)

B 0,5 | wm [ — #

M S 4T 8T 9T 10T c(-) c2(+)

_—_-—_- e

Figura 30: Amplificacdo através da PCR do gene marcador (EGFP) e do gene da PLA,m
em amostras de DNA gendmico extraidas de larvas selvagens e transgénicas de
Ae. fluviatilis: Uma aliquota de 1ul de DNA gendmico de larvas selvagens (S) e transgénicas
das linhagens 4T, 8T, 9T, 10T foram submetidas a PCR utilizando iniciadores especificos para
amplificacdo dos trés genes (A: EGFP, B: PLA, e C: Actina). Os produtos obtidos foram
analisados em gel de agarose a 1% e corados com brometo de etidio. M: marcador de DNA 100
pb; c(-): auséncia de DNA; 4T, 8T, 9T, 10T: linhagens transgénicas; S: linhagem selvagem;
c1(+): pBacEGFPAgPerlPLA,m; c2(+): DNA genbmico de Ae. aegypti.
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5.3.13. Integracdo do gene da PLAom no genoma de mosquitos Aedes fluviatilis

transgénicos

Para verificar a presenca do gene da PLA;m, amostras de DNA gendmico de
mosquitos selvagens e transgénicos (4T, 8T, 9T e 10T) foram digeridas com a enzima
Bgl Il. Os produtos da digestédo foram analisados em gel de agarose a 0,7% corado com
brometo de etidio (Fig. 31 - A). Os fragmentos de DNA foram transferidos para uma
membrana de nailon e hibridizados com uma sonda contendo a sequéncia do braco
esquerdo do elemento piggyBac, marcada com 3P através da técnica de Southern
Blot. Podemos observar a hibridizacdo dos fragmentos de 12 e 3kb na linhagem 4T, de
~10, 3, 1 e 0,6kb na linhagem 8T, de ~11, 5 e 1,4kb na linhagem 9T e de ~7 e 1,5kb na
linhagem 10T que confirmam a integracdo do gene hibrido no genoma dos mosquitos
Ae. fluviatilis transgénicos (Fig. 31 - B). Como esperado ndo houve hibridizacdo de

fragmentos no genoma dos mosquitos selvagens.
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Figura 31: Integracdo do gene hibrido no genoma de mosquitos Ae. fluviatilis
transgénicos: (A) Cerca de 10ug do DNA gendmico de mosquitos selvagens e transgénicos
foram digeridos com a enzima Bgl Il a 37°C por 12h. Os produtos da reagdo foram analisados
em gel de agarose a 0,7%, corado com brometo de etidio (B) Membrana de nailon hibridizada,
através da técnica de Southern Blot, com uma sonda de 0,8kb marcada com 32P,
correspondente ao brago esquerdo do piggyBac.
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5.3.14. Expressao do RNA mensageiro da PLA,m

Amostras de RNA total de carcacas (de fémeas) e intestinos (de machos e
fémeas) de mosquitos transgénicos (4T, 8T) e selvagens, antes (somente machos) e
apos alimentacdo sanguinea (24h), foram submetidas & RT-PCR. Observamos a
presenca de um fragmento majoritario de 0,5kb, correspondente ao gene de bloqueio, a
PLAom, nas amostras de cDNA de intestino de fémeas de ambas as familias
transgénicas, e a presenca minoritaria do mesmo fragmento em amostras de cDNA da
carcaca de fémeas da familia 8T, possivelmente, devido a uma contaminagdo da
carcaca com o intestino no momento da disseccao (Fig. 32, A). Como esperado néo
houve amplificacdo do gene de blogueio em intestinos e carcacas de mosquitos
selvagens. Para nos certificarmos de que todas as amostras continham RNA (cDNA),
utilizou-se como controle iniciadores para amplificagdo do gene constitutivo, que
codifica a proteina ribossomal, RP49 do mosquito Ae. aegypti (Gentile et al., 2005) (Fig.
32, B). Para este gene observou-se a presenca de RNAmM em todas as amostras de
cDNA de intestinos e carcacas das linhagens selvagem e transgénicas, pela
amplificacdo de um fragmento de ~220pb. Como controle negativo foram utilizados
amostras de cDNA de intestinos e carcacas de mosquitos selvagens e transgénicos,
onde a enzima transcriptase reversa (RT) ndo foi adicionada, para descartarmos a

possibilidade de contaminacdo com DNA gendmico (Fig. 32, C).
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S 47 8T
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Figura 32: Expressdo do RNA mensageiro da PLA,m em mosquitos Ae. fluviatilis
transgénicos: Amostras de RNA total de carcaca e intestino de mosquitos selvagens e
transgénicos (4T, 8T) foram submetidas & RT-PCR utilizando iniciadores especificos para
amplificacdo do gene da PLA,m (A) e do gene constitutivo RP49 (ribossomal) (B) e do gene da
PLA,m em amostras sem a adicdo da transcriptase reversa (C). Os produtos obtidos foram
analisados em gel de agarose a 1% e corados com brometo de etidio. M1: marcador de DNA
100pb; M2: marcador de DNA 1kb plus; c(-): auséncia de DNA; 4T, 8T: linhagens transgénicas;
S: linhagem selvagem; c(+): pBacEGFPAgPerlPLA,m; (1, 4, 7): carcaca; (2, 5, 8): intestino de
fémeas 24h apods a alimentacdo sanguinea; (3, 6, 9): intestinos de machos.
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5.3.15. Cinética da expressdo do RNA mensageiro do gene da PLAm em

intestinos de fémeas de mosquitos transgénicos

Apl6s a extracdo do RNA total de amostras de intestino de mosquitos
transgénicos (4T, 8T, 9T, 10T) e selvagens antes (0Oh) e apos alimentacdo sanguinea
(8, 48h), as amostras foram submetidas a RT-PCR, utilizando iniciadores especificos.
Na figura 33. A, observamos que n&o houve diferenca na expressdo do RNA
mensageiro (RNAm) da PLA,m ap0s a alimentacdo sanguinea no intervalo de tempo
analisado, exceto na linhagem selvagem, como esperado. Como controle utilizou-se
iniciadores para a amplificacdo do gene constitutivo RP49 (Gentile et al., 2005). Para
este gene observou-se a presenca de RNAm em todas as amostras das linhagens
selvagem e transgénicas (4T e 8T, 9T e 10T) (Fig. 33, B). Quando realizamos a reagao
de producdo de cDNA sem a enzima transcriptase reversa nos certificamos de que néo

houve contaminacdo de DNA gendmico nas amostras (Fig. 33, C).

S AT 8T oT 10T

I L] 11 | 1 1
Mlc() O 8 48 O 8 48 0 8 48 0 8 48 0 8 48 c(+) M2

A

Mlc(-) O 8 48 0O 8 48 0O 8 48 0 8 48 0O 8 48 M2
B

Milc(-) O 8 48 0O 8 48 0 8 48 0 8 48 0 8 48 M2
C

Figura 33: Cinética da expressdao do RNA mensageiro da PLA.m nas linhagens
transgénicas de Ae. fluviatilis: Amostras de RNA total do intestino de mosquitos selvagens e
transgénicos (4T, 8T, 9T, 10T) antes (Oh) e apés a alimentacdo sanguinea (8 e 48h) foram
submetidas a RT-PCR. Nas reacdes foram utilizados iniciadores especificos para amplificacdo
do gene da PLA;m (A) e do gene constitutivo RP49 (ribossomal) (B) e do gene da PLA,m em
amostras sem a adicdo da transcriptase reversa (C). Os produtos obtidos foram analisados em
gel de agarose a 1% e corados com brometo de etidio. M1: marcador de DNA 100pb; M2:
marcador de DNA 1kb plus; c(-): auséncia de DNA; S: linhagem selvagem; 4T, 8T, 9T, 10T:
linhagens transgénicas; c(+): pBacEGFPAgPerl1PLA,m
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5.3.16. Cinética da expressdo do RNAm da PLA,;m da familia 4T

Para verificar se a expressdao do RNAm variou apos a alimentagcdo sanguinea, em
menores intervalos de tempo, amostras de RNA total de intestino de mosquitos
selvagens e transgénicos da familia 4T, alimentados em diferentes intervalos de tempo
(1, 4, 8, 16, 24, 48, 60h), foram submetidas a RT-PCR. Observamos que a cinética da
expressao do RNA mensageiro (RNAm) da PLA;m n&o variou nas amostras de RNA
total dos intestinos dos mosquitos transgénicos nos intervalos de tempo analisados
apos a alimentacdo sanguinea. Nao houve o aparecimento do fragmento
correspondente a PLA,m, nos mosquitos selvagens, como esperado (Fig. 34, A)
Amostras de RNA total foram amplificadas com iniciadores especificos para o0 gene
constitutivo RP49 (Gentile et al., 2005), utilizado como um controle da reacdo de
RT-PCR (Fig. 34, B). Para este gene observou-se a presenca de RNAmM em todas as
amostras das linhagens selvagem e transgénica (4T). Novamente, como esperado, ndo
obtivemos amplificagdo quando omitimos a transcriptase reversa na producao de cDNA
(Fig. 34, C).
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Figura 34: Cinética da expressdo do RNA mensageiro da PLA.m na familia 4T: Amostras
de RNA total do intestino de mosquitos selvagens e transgénicos (4T) antes (0h) e apds a
alimentagéo sanguinea (1, 4, 8, 16, 24, 48 e 60h) foram submetidas a RT-PCR. Nas reacdes
foram utilizados iniciadores especificos para amplificacdo do gene da PLA,m (A) e do gene
constitutivo RP49 (ribossomal) (B) e do gene da PLA,m em amostras sem a adicdo da
transcriptase reversa (C). Os produtos obtidos foram analisados em gel de agarose a 1% e
corados com brometo de etidio. M1: marcador de DNA de 100pb;045 Tm(or de DNA )Tj10.98 0 0 10.9¢
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5.3.17. Localizacdo da proteina PLA,m por microscopia confocal

Para localizacdo da proteina PLA,m nos mosquitos transgénicos, os intestinos
foram dissecados 4h apds a alimentacdo sangilinea, tratados com anticorpos
especificos e analisados ao microscopio confocal. Observamos uma marcacao
homogénea ao longo do intestino na linhagem 4T tratada com anticorpo policlonal
contra PLA, comercial (Fig. 35, | e J) e nas linhagens 8T e 10T quando tratadas com
anticorpo contra PLAm (Fig. 35, L e M; Fig. 36, G e H). No entanto, a marcagao da
proteina na linhagem 10T tratada com anticorpo policlonal contra PLAom (Fig. 37, G e
H) parece ser mais especifica em algumas regides do intestino, ja na linhagem 8T, além
da marcacdo homogénea existem marcac¢des pontuais ao longo do intestino (Fig. 36, G
e H). Amostras de intestinos de mosquitos selvagens e transgénicos (4T, 8T e 10T)
tratados com anticorpos secundarios anti-lgG de coelho marcado com o composto
fluorescente Alexa fluor 488 e amostras somente fixadas, foram utlizadas como
controle da marcacdo. Como esperado ndo houve marcacao inespecifica nos controles
negativos (Fig. 35, A — H, Figs. 36 e 37, A — F). A coloracdo dos nucleos celulares foi
obtida pela marcacdo com DAPI (Fig. 35: D e F; J e M; Figs. 36 e 37: D e H),
evidenciando a preservacdo das caracteristicas morfolégicas do material bioldgico.
Todas as amostras foram visualizadas ao microscopio confocal no aumento de 400x
com excecao das amostras L e M (Fig. 35) visualizadas no aumento de 200x, utilizando
o filtro 505-550nm.
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Figura 35. Marcacao por imunofluorescéncia do intestino de mosquitos selvagens e
transgénicos (4T) com anticorpos contra PLA, e PLA,m: Controles: Intestino de mosquito
selvagem fixado (A), tratado apenas com anticorpo secundario (B), com anticorpo policlonal
contra PLA,m e anticorpo secundério anti-lgG de coelho Alexa Fluor 488 (C) e marcado com
DAPI (D), com anticorpo policlonal contra PLA, (comercial) e anticorpo secundario anti-lgG de
coelho (E) e marcado com DAPI (F), Intestino de mosquito da familia 4T fixado (G), tratado com
anticorpo secundéario (H), com anticorpo policlonal contra PLA, comercial e anticorpo
secundério anti 1IgG de coelho Alexa 488 (I) e marcado com DAPI (J), anticorpo policlonal
contra PLA,m e anticorpo secundério anti-lgG de coelho Alexa Fluor 488 (L) e marcado com
DAPI (M). Aumentos 200x (somente L e M) e 400x (os demais), laser 488, filtro 505 — 550nm.
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Figura 36. Marcacdo por imunofluorescéncia do intestino de mosquitos selvagens e
transgénicos (8T) com anticorpos contra PLA,m: Controles: Intestino de mosquito selvagem
fixado (A), tratado com anticorpo secundario (B), com anticorpo policlonal contra PLA,m e
anticorpo secundario anti IgG de coelho Alexa Fluor 488 (C) e marcado com DAPI (D). Intestino
de mosquito da familia 8T fixado (E), tratado com anticorpo secundario (F), com anticorpo
policlonal contra PLA,m e anticorpo secundario anti IgG de coelho Alexa Fluor 488 (G) e
marcado com DAPI (H). Aumento 400x, laser 488, filtro 505 — 550nm.



100

Resultados

Figura 37. Marcacdo por imunofluorescéncia do intestinos de mosquitos selvagens e
transgénicos (10T) com anticorpos contra PLA,m: Controles: Intestino de mosquito
selvagem fixado (A), tratado com anticorpo secundério (B), com anticorpo policlonal contra
PLA,m e anticorpo secundario anti IgG de coelho Alexa Fluor 488 (C) e marcado com DAPI (D).
Intestino de mosquito da familia 8T fixado (E), tratado com anticorpo secundario (F), com
anticorpo policlonal contra PLA,m e anticorpo secundario anti IgG de coelho Alexa Fluor 488
(G) e marcado com DAPI (H). Aumento 400x, laser 488, filtro 505 — 550nm.
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5.3.18. Inibicdo do desenvolvimento de P. gallinaceum em mosquitos transgénicos

Para investigar o efeito da expressdo da PLA,m sobre o desenvolvimento do
parasita, mosquitos selvagens e transgénicos foram alimentados na mesma ave
infectada com P. gallinaceum, sendo o numero de oocistos determinado sete dias apés
a infeccdo. Em 13 experimentos independentes, utilizando as quatro linhagens
transgénicas, a formacéo de oocistos foi inibida de 17,5 a 68,5%, quando comparado
com 0s mosquitos selvagens. Houve diferenca significativa entre as médias de oocistos
dos mosquitos transgénicos quando comparado com 0s mosquitos selvagens (Tabela
6).
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Tabela 6: Efeito da expressado da PLA,m sobre a formacao de oocistos de P. gallinaceum.

Experimento Mosquitos Prevaléncia® Oocisto” Inibic&o®
1 Controle 96% (43/45) 51,9 (0-170) -
4T 86,2% (25/29) 26 (0-63) 49,9%**
2 Controle 96,4% (27/28) 41,9 (0-148) -
4T 75% (21/28) 13,4 (0-136) 68%**
3 Controle 90% (29/32) 83,6 (0-287) -
4T 86% (19/22) 40,1 (0-168) 520/**
4 Controle 87,5% (35/40) 104,75 (0-240) -
4T 71% (16/21) 65,6 (0-259) 37,3%**
5 Controle 80,6% (25/31) 26,4 (0-136) -
8T 75,6% (31/41) 19,4 (0-120) 26,5%*
6 Controle 74% (20/27) 12,7 (0-50) -
8T 59% (13/22) 4 (0-44) 68,5%*
7 Controle 85,2% (41/49) 48 (0-213) -
8T 75% (23/30) 34 (0-200) 21,9%*
8 Controle 83,3% (30/36) 34,8 (0-160) -
oT 71,4% (15/21) 20,5 (0-64) 41,2%*
9 Controle 100% (39/39) 49,8 (1-172) -
oT 80,9% (17/21) 41,2 (0-184) 17,5%*
10 Controle 78,3% (18/23) 11,9 (0-71) -
9T 65% (13/20) 8,6 (0-40) 27,7%*
11 Controle 87,5% (21/24) 7,5 (0-56) -
10T 81,8% (9/11) 3,8 (0-9) 49,3%**
12 Controle 93% (38/40) 63,8 (0-212) -
10T 50% (10/20) 27,1 (0-124) 57,5%"*
13 Controle 100% (32/32) 120,4 (12-291) -
10T 85,7% (19/21) 84,4 (0-198) 3006**

% Porcentagem de mosquitos infectados (nimero de mosquitos infectados/nimero total de

mosquitos)

® Média do niimero de oocistos por intestino. Os valores observados estdo indicados entre

paréntese.

©100 — [(média do nimero de oocistos por intestino em mosquitos transgénicos/média do
namero de oocistos por intestino nos mosquitos controles) x 100]. As médias de oocistos dos
mosquitos transgénicos e ndo-transgénicos foram comparadas pelo teste Mann Whitney.

** n<0,001, para as familias 4T e 10T e * p< 0,05, para as demais familias.
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6. DISCUSSAO

6.1. Atividade antiparasitica da gomesina

Estudos prévios mostraram que o peptideo gomesina € um potente
antimicrobiano, inibindo o desenvolvimento de bactérias, fungos, levedura e do
protozoario Leshmania amazonensis (Silva et al., 2001). Neste estudo, analisamos o
efeito do peptideo antimicrobiano gomesina, no desenvolvimento de parasitas da
malaria, para verificar sua possivel utilidade como um agente terapéutico para
individuos infectados e/ou como uma molécula efetora para expressdo em
mosquitos transgénicos. A gomesina foi capaz de inibir o desenvolvimento das
formas intra-eritrociticas de duas cepas de P. falciparum, com ICso de 76 - 87uM
(Fig. 7), embora a lise das hemacias fosse observada quando a gomesina foi
adicionada a cultura. Um estudo recente mostrou que na concentracdo de 1uM a
gomesina induz uma hemdlise de 16%, embora ndo sendo linearmente dependente
da dose, e atinge aproximadamente 40% quando a concentracdo € aumentada para
100uM (Fazio et al., 2006). Nao € conhecido se a gomesina mata 0s parasitas da
malaria pela interacdo direta com a membrana, ou indiretamente pela lise das
hemécias. O peptideo antimicrobiano, dermaseptina S4, lisa os eritrécitos infectados
a uma concentracdo 30 vezes menor do que lisa células ndo infectadas (Dagan et
al., 2002). No sangue, os parasitas da malaria modificam a superficie e o citoplasma
dos eritrécitos, exibindo receptores codificados pelo parasita e canais de sddio sobre
a superficie do eritrocito (Templeton e Deitsch, 2005) e isto, poderia explicar a
diferente susceptibilidade das células infectadas e néo infectadas a dermaseptina
S4. E possivel que a mesma observacio seja valida para a atividade da gomesina,
entretanto, esta hipotese ainda precisa ser investigada.

O grupo da Dr. Sirlei Daffre, da Universidade de Sao Paulo (USP), vem
trabalhando para gerar analogos de gomesina com efeito hemolitico reduzido, que
mantenham atividade antimicrobiana. Recentemente, foi selecionado um analogo
linear que € estavel no soro humano e potente contra a levedura Candida albicans,
este é quatro vezes menos hemolitico (Fazio et al.,, 2006) e sua atividade
anti-Plasmodium ainda necessita ser avaliada. Nossos experimentos demonstram a
atividade da gomesina sobre duas cepas do estdgio sanguineo de P. falciparum.

Entretanto, devido a sua atividade hemolitica, ensaios in vivo precisam ser
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realizados para avaliar o potencial deste peptideo como uma droga antimalarica.

A gomesina também inibiu o desenvolvimento de espécies de Plasmodium no
estagio esporogbnico. In vitro nds observamos seu efeito antiparasitico com a
inibicdo da formacdo de oocinetos e gametas de P berghei. Entretanto, fomos
incapazes de comparar a eficiéncia do bloqueio nestes dois diferentes estagios, pois
pode haver um efeito cumulativo de gametas a oocinetos (Moreira et al., 2007 — ver
anexo 2). Estudos similares com outros peptideos antimicrobianos mostram
diferentes efeitos inibitérios sobre diferentes formas sexuais de Plasmodium para
uma concentracdo fixa de peptideos (Conde et al., 2000; Arrighi et al., 2002),
principalmente devido a mudancas no repertério de proteinas da superficie (Carter e
Kaushal, 1984; Kaushal e Carter, 1984), e possiveis mudangcas na composi¢ao
lipidica durante o desenvolvimento do parasita, como descrito para outros
protozoarios (Buscaglia et al., 2004). A troca de proteinas e lipideos da superficie
pode alterar a carga da superficie e a hidrofobicidade das células, afetando assim a
atividade antimicrobiana do peptideo (Powers e Hancock, 2003). Acreditamos que o
mecanismo de acdo da gomesina seja através da permeabilizacdo da membrana do
plasmaodio, como previamente determinado para os parasitas Trypanossoma cruzi e
Leishmania spp. (S. Daffre, dados ndo publicados). Experimentos in vivo mostram
gque mosquitos alimentados com sangue infectado na presenca da gomesina
desenvolvem menos oocistos. A reducdo do numero de oocistos pode
provavelmente ser atribuido ao menor nimero de oocinetos formados, embora um
efeito direto sobre oocistos ndo deva ser descartado. Por exemplo, a injecdo de
50uM dos peptideos sintéticos ILF e Vida 3 (obtidos a partir de peptideos anfipaticos
com acdo contra fungos e protozoarios) na hemolinfa de mosquitos Anopheles
infectados, conduzem a uma reducédo superior a 90% do nimero de oocistos (Arrighi
et al., 2002).

O amplo efeito da gomesina nos estagios de espécies de Plasmodium no
mosquito, sua baixa toxicidade aos mosquitos quando administrado por via
endovenosa em camundongos (Moreira et al., 2007), fazem deste peptideo um
candidato promissor para ser expresso em mosquitos geneticamente modificados,
dirigido por promotores tais como carboxipeptidase (AgCP) ou peritrofinas (AgPer).
Baseando-se no ciclo de vida do parasita no intestino do mosquito, ha um tempo
relativamente amplo (de minutos até 24h apds alimentacdo sanguinea) que a
gomesina pode atuar como uma molécula antiparasitica, quando apresentada no

limen intestinal do inseto. A eficacia da gomesina em bloquear os estagios sexuais
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e esporogbnicos indica que esta molécula pode ser expressa como um agente
bloqueador em mosquitos geneticamente modificados.

Como a gomesina mostrou-se efetiva em inibir o desenvolvimento de
espécies de Plasmodium no mosquito, iniciamos a constru¢cdo do gene hibrido
utiizando esta molécula para uso na geracdo de mosquitos An. aquasalis
transgénicos. No entanto, a etapa de construcdo com este peptideo, ainda néo
obteve sucesso, mesmo com diversas alteragcdes no processo de clonagem, nao foi
possivel sua insercdo no vetor contendo o elemento de transposicdo piggyBac. No
entanto, esforcos estdo sendo realizados para utilizar a gomesina na construcao
génica para producdo de mosquitos transgénicos. Assim, como alternativa iniciamos
nosso estudo com um outro gene de bloqueio, a forma variante da fosfolipase A,
(PLA;) do veneno de abelha, cedido por nossos colaboradores.

6.2. Desenvolvimento de mosquitos transgénicos para o gene da PLA,m

A manipulacdo genética de vetores transmissores de doencas € uma técnica
que vem sendo utilizada por varios grupos de pesquisa. Com esta metodologia €
possivel inserir no genoma do mosquito genes que podem bloquear o
desenvolvimento do microrganismo alvo. Seu uso comecou a ser divulgado a partir
de 1991 despertando grande interesse da comunidade cientifica e trazendo novas
perspectivas no controle de mosquitos vetores de doencgas, como por exemplo, da
malaria (Annon, 1991). Com os avancos da biotecnologia, hoje dispomos de
informacBes com relacdo ao genoma do parasita, o P. falciparum (que causa a forma
mais grave de maléaria) (Gardner et al., 2002), do mosquito Anopheles gambiae
(vetor mais importante da Africa) (Holt et al., 2002), e do genoma humano, Homo
sapiens (Mural et al.,, 2002), trazendo perspectivas mais encorajadoras para 0
combate a doenca. No presente trabalho, produzimos e caracterizamos linhagens de
mosquitos Aedes fluviatilis, expressando o gene da PLA,m, como gene de bloqueio
ao parasita da maléaria, o P. gallinaceum. Este é o primeiro estudo mostrando, com
sucesso, a transformacédo de um vetor experimental de malaria aviaria na América
Latina (Rodrigues et al., 2006a — ver anexo 2).

No presente trabalho, verificou-se o efeito de uma forma mutada da PLA; do
veneno de abelha, para torna-la inativa sobre o desenvolvimento de P. gallinaceum.
Ja havia sido demonstrado que a atividade enzimatica da PLA, parece ser

independente da atividade de blogueio ao Plasmodium e da interferéncia no



106

Discussao

desempenho dos mosquitos transgénicos (Moreira et al., 2002; 2004). Para a
expressao da proteina recombinante foi utilizado o vetor de expressdo que possuli
uma cauda de histidina, pET32a, o que facilita a sua purificagdo. Quando
sequenciamos o plasmideo final, antes da expressdo pudemos confirmar as
mutacdes direcionadas para a inativacdo da enzima, uma no residuo de histidina na
posicdo 48 e a outra na asparagina na posicao 43. Estas modificacdes resultaram
em mudancas de aminoacidos no sitio ativo da enzima (Fig. 9). Embora nado
tenhamos testado sua atividade em ensaios enzimaticos evidéncias indiretas
apontam em se tratar da proteina inativa, uma vez que sua forma ativa é altamente
toxica para bactérias (Riehle et al., 2007) o que impossibilitaria sua expresséo neste
sistema.

Para testar o efeito da proteina recombinante sobre o desenvolvimento do
plasmaodio, a proteina inativa foi produzida em bactérias BL21(DE3)pLysS induzida
por IPTG. Observamos que esta proteina foi encontrada predominantemente na sua
forma insollivel em corpusculos de inclusédo (Fig. 12). O fato da PLA,m se encontrar
insolivel nos levou ao uso de um sistema de purificacdo em condicbes
desnaturantes. Por meio de cromatografia de afinidade utilizando resina de niquel
em pHs acidos, a proteina recombinante péde ser purificada. O tamanho da proteina
recombinante obtida foi de cerca de 38kDa, sendo 20kDa do vetor e 18kDa da
PLAom (Fig. 13). Este tamanho adicional se deve a fusdo da proteina de interesse
com as seguintes sequéncias do vetor: tioredoxina, caudas de histidina e sitio de
clivagem para trombina.

Com intuito de verificar a atividade antiparasitica foram realizados ensaios de
inibicdo do desenvolvimento do Plasmodium gallinaceum. A proteina PLA;m
recombinante na concentracdo de 0,1umol/l quando adicionada ao sangue infectado
reduziu de 70 a 78,6% o numero de oocistos de P. gallinaceum em mosquitos
Ae. fluviatilis quando comparado com o controle (Tabela 4). Nossos resultados
corroboram os resultados obtidos por Zieler et al. (2001), que mostraram que a
PLA.;m enzimaticamente inativa, com o composto brometo de bromofenacil, é capaz
de reduzir significativamente o ndmero de oocistos de P. gallinaceum. Entretanto,
Riehle et al. (2007), utilizando o método de paratransgénese, um outro metodo para
bloqueio do parasita em mosquitos, demonstraram que bactérias expressando a
mesma variante da PLA; (utilizada neste estudo) foram capazes de reduzir em 23%
0 numero de oocistos de P. berghei, quando presentes no intestino de Anopheles

stephensi. Ainda ndo se sabe exatamente o0 mecanismo de acdo da PLA, sobre o
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plasmaodio. No ciclo esporogbnico, acredita-se que a proteina ndo tenha um efeito
direto sobre o parasita, age prevenindo a ligacdo do oocineto ao epitélio intestinal
devido a sua capacidade de ligacdo interfacial a lipideos expostos na membrana
(Berg et al.,, 2001). No estagio intraeritrocitico seu efeito sobre o plasmdédio é
mediado pela hidrélise de lipoproteinas do soro levando a producdo de produtos
lipidicos toxicos para o parasita (Guillaume et al., 2004).

Com o intuito de identificar a expressdo da PLA;m no intestino de mosquitos
Ae. fluviatilis transgénicos, a proteina recombinante foi utilizada para a imunizagéo
de coelhos. Altos niveis de anticorpos policlonais mono-especificos foram obtidos
nos soros dos coelhos imunizados, sendo a especificidade dos anticorpos no
reconhecimento da proteina recombinante, confirmada por meio de imunoblotting.

Nos ultimos seis anos a manipulacdo genética de mosquitos teve um grande
progresso, no que se refere a identificacdo de elementos de transposicao,
marcadores para a selecdo, caracterizacdo de promotores para dirigirem a
expressdo de genes exdgenos bem como a identificacdo de moléculas efetoras que
possam interferir no desenvolvimento do parasita no hospedeiro invertebrado
(Marreli et al., 2006). Na busca de promotores para a transformacao de mosquitos,
diversos ja foram identificados.

Neste trabalho, foi utilizado o promotor da proteina 1 da matriz peritréfica de
An. gambiae (AgPer) para dirigir a expressdo do gene de bloqueio, da PLA,m, no
intestino de mosquitos Ae. fluviatilis apés a alimentacdo sanguinea (Fig. 28). Em
anofelinos, este promotor € expresso somente em fémeas adultas e é capaz de
direcionar a secrec¢ao e incorporacao da proteina na matriz peritréfica que envolve o
bolo sanguineo no intestino (Shen e Jacobs-Lorena, 1998; Devenport et al., 2004).
Durante o ciclo no mosquito é importante considerar que o Plasmodium atravessa
dois epitélios, o intestino médio e a glandula salivar (Ghosh et al., 2000) apés a
alimentacdo sanguinea. Desta forma, € importante que o promotor possa dirigir a
expressdao do gene de bloqueio naqueles locais. Outro promotor, como a
carboxipeptidase de Ae. aegypti (AeCP) induz a expressao no intestino 24h apés a
alimentacédo sanguinea (Edwards et al., 1997), momento que coincide com a sintese
de enzimas digestivas do mosquito. Desta forma, a proteina de bloqueio estaria mais
vulneravel a acdo das enzimas presentes no intestino do mosquito. O uso de
promotores que induzem a secrecao tardia, no intestino, pode ser desvantajoso em
alguns casos, principalmente no que se refere a acéo direta das enzimas digestivas

do mosquito sobre a molécula de interesse. Essa possibilidade € menor quando
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utilizamos o promotor da proteina 1 da matriz peritréfica de An. gambiae, AgPerl,
uma vez que induz a secrecdo da molécula precocemente apdés a alimentacao
sanguinea (Abraham et al., 2005).

Para a transformacao de mosquitos foi utilizado um sistema duplo de vetores,
contendo um elemento de transposicdo e um vetor que ira expressar a enzima
transposase para que o gene de interesse seja integrado ao genoma. Neste
trabalho, foi utilizado para a transformacéo de mosquitos Ae. fluviatilis o elemento de
transposicao piggyBac e o plasmideo auxiliador, pHelper. O transposon piggyBac
inativo foi utilizado por ja ter sido empregado anteriormente para a geracéo estavel
de vérias espécies de insetos, inclusive mosquitos (Kim et al., 2004; Moreira et al.,
2000; Ito et al.,, 2002; Abraham et al., 2005) e de ter a capacidade de inserir em
sitios especificos (TTAA) e ndo conter a enzima transposase, impossibilitando sua
movimentacdo no genoma. Este elemento também tem sido utilizado com grande
éxito na transformacao de células de mamiferos (Ding et al., 2005) e de parasitas,
como P. falciparum (Balu et al., 2005). Ja o plasmideo phsp-pBac (Helper), foi
utilizado pois contem uma transposase que apresenta grande especificidade de
ligacdo a sequéncia de DNA alvo (Kaminski et al., 2002; Maragathavally et al., 2006),
possibilitando que o gene seja integrado de forma estavel no genoma do mosquito,
uma vez que este vetor ndo contém os bracos do elemento de transposi¢cao. Apesar
da expressdo da transposase do plasmideo helper estar sendo dirigida pelo
promotor da proteina HSP70 (heat shock protein) de Drosophila (Lis et al., 1983), em
alguns trabalhos utiliza-se o choque térmico para a sua ativacdo (Kokoza et al.,
2001; Lobo et al., 2002), mas em outros foi observado que é desnecessario 0 uso do
choque térmico para estimular a transformagcéo dos embries (Moreira et al., 2002;
Kim et al., 2004), pois este vetor tem uma atividade basal que possibilita a producao
de transposase suficiente para a integracéo do piggyBac (Catteruccia et al., 2000Db).

Diversas espécies de insetos, de diferentes ordens ja foram transformadas,
incluindo dipteros, coledpteros, himenopteros. Na ordem dos dipteros varias
espécies de mosquitos ja foram transformadas entre elas, os mosquitos Ae. aegypti
(Kokoza et al., 2000; Moreira et al., 2000), An. gambiae (Kim et al., 2004),
An. stephensi (Ito et al., 2002; Moreira et al., 2002; Abraham et al., 2005),
An. albimanus (Perera et al., 2002). Em nosso trabalho mostramos a transformacgé&o
da primeira espécie de mosquito transgénico produzido no Brasil.

A modificacdo genética de mosquitos envolve varias etapas sendo a

microinjecdo dos embrifes a primeira e uma das mais importantes etapas. Para que
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0 processo tenha éxito, € necessario a padronizacao da técnica de acordo com as
caracteristicas da espécie a ser transformada. Ao adaptarmos a metodologia
descrita por Ito et al. (2002), para transformar o mosquito Ae. fluviatilis, observamos
varios detalhes do processo que comprometiam o resultado final do nosso estudo.
Observamos alta mortalidade de larvas que na tentativa de buscarem a agua
morriam sobre o papel colocado na placa apds a injecéo, além da toxicidade da cola
presente na fita dupla-face utilizada para fixar os embrides. Além disso, observamos
que a taxa de sobrevivéncia dos embrides injetados era extremamente baixa, inferior
a 5%, e poucas chegavam a fase adulta (mosquito). Desta forma, a metodologia de
microinjecdo de embrides de mosquitos Ae. fluviatilis foi exaustivamente
padronizada e otimizada, para diminuir a mortalidades dos embrides e larvas.

As adaptacdes da técnica foram feitas em varias etapas. Antes da
transferéncia dos ovos para uma placa contendo agua, estes eram lavados trés
vezes em agua tipo |. Esta agua é purificada em filtro 0,22um, o que a torna livre
principalmente de contaminantes bacterianos. Isso porque a microinjecdo pode ser
“considerada como um processo cirdrgico” no embrido, no qual este se torna
susceptivel a infec¢cdes por microrganismos, em decorréncia da lesdo no ovo. Além
disso, a lavagem possibilitava a remocao do excesso de cola da fita dupla-face, bem
como do 6leo. Considerando que a espécie em que Ito e colaboradores (2002),
empregaram a técnica de microinjecdo, se tratava de um anofelino, algumas
modificacdes também foram feitas com relagdo a manipulacdo dos ovos apos a
microinjecdo. Apos a lavagem os ovos foram transferidos para placas contendo
agua, mas para diminuir a mortalidade das larvas foi colocado papel de filtro para
evitar a dessecacdo do ovo na tampa ou na parede da placa. Desta forma
aumentamos a sobrevivéncia dos embribes injetados para cerca de 25%, com a
obtencdo de 108 larvas que ao se tornarem mosquitos adultos, nos possibilitou a
formacédo de 15 familias férteis. Apds a analise individual de 22.000 larvas para a
deteccdo do gene marcador foram encontradas quatro familias transgénicas (Tabela
4). Semelhante a este estudo Abraham et al. (2005), obtiveram 16 familias de
mosquitos An. stephensi contendo individuos selvagens e microinjetados, sendo
quatro destas transgénicas.

Alguns trabalhos anteriores mostravam que a eficiéncia na transformacéo de
mosquitos é baixa, sendo em torno de 1% para An. gambiae (Grossman et al., 2001;
Kim et al., 2004), 4% para Ae. aegypti (Lobo et al., 2002), e em alguns casos chega

atingir 20 a 43% para a transformacéao de An. albimanus (Perera et al., 2002). No
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entanto, é importante salientar que nestes trabalhos, os calculos para determinar a
eficiéncia na transformacao foram baseados em diferentes parametros, o que torna
impossivel a comparagdo. Em nosso estudo, os célculos foram baseados nos
mesmos parametros utilizados por Perera et al. (2002) que calcularam a eficiéncia
da transformacédo de An. albimanus a partir do niumero de familias férteis e de
familias transgénicas. Desta forma, reportamos que a frequéncia de transformacéo
de Ae. fluviatilis foi de 27%, o0 que representa uma taxa razoavel de eficiéncia da
transformacao.

A deteccdo da linhagem de inseto transgénico € realizada utilizando genes
marcadores especificos. Um grande avanco na técnica veio com 0 uso da proteina
verde fluorescente (GFP). Este gene tem a vantagem de ser detectado em todos
estagios de desenvolvimento do mosquito, exceto no ovo. Entretanto, o GFP requer
um forte promotor para aumentar sua deteccdo. Neste estudo, utilizando o marcador
EGFP dirigido pelo promotor 3xP3 (Berghamer et al., 1999) foi mostrada a detecc¢éo
do gene marcador nos olhos, no tubo neural e nas papilas anais, sendo a expressao
nos olhos a mais destacada. Nas pupas, a identificagcdo ocorreu através dos olhos
do mesmo modo que nos adultos (Fig. 29). Estes resultados corroboram com dados
obtidos por outros trabalhos utilizando este promotor para dirigir a expressdo do
EGFP em tecidos especificos dos insetos (Horn et al.,, 2000; Ito et al.,, 2002;
Abraham et al., 2005).

Essa deteccdo em todos os estagios iniciais de desenvolvimento possibilita
rapidez e clareza na selecdo dos transgénicos in vivo, evitando-se assim que 0sS
insetos tenham que ser mantidos até a fase adulta para somente depois termos a
certeza de serem transgénicos, como ocorria com o marcador de cor de olhos para
Ae. aegypti (Jasinskiene et al., 1998). Outra vantagem da construgdo génica
utiizada neste trabalho, é que como o promotor dirige a expressdo do gene
marcador para determinados tecidos (olhos, tubo neural e papilas anais), € menos
provavel que o desempenho biol6gico dos mosquitos seja afetado. Promotores que
induzem a expressao do gene ao longo de todo o inseto, como 0s promotores da
poliubiquitina (Handler e Harrell, 1999) e actina (Pinkerton et al., 2000) apresentam a
desvantagem de induzirem o acumulo de proteina exdgena em uma grande
variedade de tipos celulares reduzindo o desempenho dos mosquitos transgénicos
(Marrelli et al., 2006).

Para caracterizar as quatro linhagens de mosquitos Ae. fluviatilis
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transgénicas, utilizamos diferentes ferramentas. NOs confirmamos a presenca de
ambos o0s genes, o marcador e o de bloqueio no genoma dos mosquitos
transgénicos por meio da PCR (Fig. 30). Além disso, demonstramos que 0 gene
hibrido foi integrado de forma estavel no genoma dos mosquitos Ae. fluviatilis
transgénicos pela técnica de Southern Blot (Fig. 31). Nossos dados corroboram com
os resultados obtidos em outros trabalhos com mosquitos transgénicos confirmando
a estabilidade de integracdo do elemento de transposi¢dao piggyBac, contendo o
gene hibrido ao genoma do mosquito (Ito et al., 2000; Moreira et al., 2002; Kim et
al., 2004; Abraham et al., 2005; Yoshida et al., 2006).

O desenvolvimento do Plasmodium no mosquito inicia-se apés a alimentacao
sanguinea quando, dentro de alguns minutos, os gametdcitos se transformam em
gametas que se fundem para formar o zigoto. Apds 24 h, o oocineto moével invade o
epitélio do intestino médio e diferencia-se em oocisto. Duas semanas mais tarde, o
oocisto se rompe, liberando milhares de esporozoitos na hemolinfa do mosquito que
seguem para invadir a glandula salivar completando seu desenvolvimento (Baton e
Ranford-Cartwright, 2004). Desta forma, € importante que o gene de bloqueio
expresso pelo mosquito transgénico possa ser secretado, em algum momento do
estagio do desenvolvimento do parasita, em locais como o intestino ou glandula
salivar para interromper seu desenvolvimento. Neste trabalho, demonstrou-se que o
transcrito da PLA,m foi detectado majoritariamente em fémeas de mosquitos antes e
apos a alimentacao sanguinea (Fig. 31) e que o nivel de expressdo do RNAm deste
gene nao foi alterado apds a alimentacdo sanguinea (Figs. 32 e 33), perfil muito
semelhante ao que ocorre com 0 RNAmM da PLA; no intestino de mosquitos
An. stephensi transgénicos (Abraham et al., 2005).

Para localizar a proteina PLA,m no intestino de mosquitos transgénicos foram
utilizados anticorpos policlonais especificos. Na maioria dos trabalhos a presenca da
proteina de bloqueio no mosquito era detectada por imunofluorescéncia ou
imunoblotting (Moreira et al., 2000, Ito et al., 2002; Lobo et al., 2002). Kim et al,
(2004) utilizando um promotor da carboxipeptidase de Ae. aegypti para direcionar a
expressao de cecropina em An. gambiae ndo conseguiram detectar a presenca da
proteina de blogueio por imunoblotting (O’Brochta, comunicacao pessoal), sugerindo
gue a proteina possa estar sendo produzida em pequenas quantidades, o que torna
dificil sua deteccao por este método. Neste trabalho, a localizacdo da proteina de
bloqueio foi obtida por meio da microscopia confocal utilizando anticorpos

especificos marcados com fluorescéncia. Observamos que a PLA;m estava
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distribuida ao longo do intestino dos mosquitos transgénicos 4h apds a alimentacao
sanguinea (Fig. 34, 35 e 36). Além disso, nas familias 8T e 10T houve também uma
marcacdo pontual nas células do epitélio intestinal. A proteina PLA,m que esta
sendo produzida poderia estar sendo armazenada em vesiculas e deveria ser
secretada logo apdés a alimentacdo sanguinea, assim como ocorre em AgPerl
(Devenport et al., 2004). No entanto esta marcacdo pontual ndo foi evidenciada na
familia 4T. Através de cortes Opticos, evidenciamos que a marcacao da proteina no
intestino se torna menos intensa da periferia para o centro do tecido, sugerindo que
a proteina ndo esteja sendo secretada diretamente no bolo sanguineo. Neste
trabalho utilizamos um promotor especifico de An. gambiae em uma espécie muito
distante evolutivamente, o Ae. fluviatilis. Em anofelinos, as proteinas da matriz
peritrofica sdo produzidas pelas células epiteliais e armazenadas em vesiculas que,
logo apOs a alimentacdo sanguinea, sdo secretadas para a formacdo da matriz
peritréfica (Devenport et al., 2004). Por outro lado, em Ae. aegypti as proteinas sao
armazenadas na forma de RNAmM e quando o mosquito se alimenta de sangue a
traducao é disparada (Perrone e Spielman, 1988; Billingsley e Rudin, 1992). Além
disso, estudos anteriores demonstravam que a secrecdo da proteina da matriz
peritréfica de Ae. aegypti, Ae-APer50, é mais intensa 4h apés a alimentacéo
sanguinea (Shao et al., 2005), ja em An. gambiae a expressdo da proteina AgPerl4
ocorre antes da alimentacdo sanguinea (Devenport et al., 2004; 2005). Nossos
resultados corroboram com os resultados obtidos por Shao et al., (2005), uma vez
que a PLA,m, embora fosse dririgida por um promotor de Anopheles, foi detectada
4h apods a alimentacdo sanguinea no intestino dos mosquitos transgénicos.

A atividade antiparasitica da PLA,m nos mosquitos transgénicos foi verificada
por meio de ensaios de bloqueio ao P. gallinaceum. Em 13 experimentos
independentes pudemos demonstrar que o desenvolvimento de oocistos foi
significativamente inibido nas quatro linhagens de mosquitos Ae. fluviatilis
transgénicos de 17,5 a 68,5% (Tabela 6). Essa diferenga entre o bloqueio obtido em
nosso estudo quando comparado com bloqueios obtidos quando a enzima ativa foi
expressa em An. stephensi (84,7 a 98,8% por Moreira et al., 2002 e 74 a 91% por
Abraham et al., 2005), pode ser explicada de diversas formas. A primeira se deve
ao promotor utilizado, que é especifico de An. gambiae. Em um trabalho anterior foi
demonstrado que o mosquito Ae. aegypti e An. gambiae guardam uma relacdo
evolucionaria distante, compartilhando um ancestral comum ha mais de 140 milhdes

de anos atras (Service, 1993). Utilizando promotores de An. gambiae em
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Ae. aegypti, Moreira e colaboradores (2000) verificaram que o promotor do anofelino
pdde dirigir a expressao de um transgene em Aedes, mas com um comportamento
diferente da espécie de origem. Possivelmente, os fatores de transcricdo de
Ae. aegypti ndo reconhecam apropriadamente a seqiiéncia regulatéria do promotor
de An. gambiae o0 que possivelmente poderia também estar acontecendo em
Ae. fluviatilis expressando a PLA,m. Uma outra possibilidade se deve ao fato de nédo
estarmos trabalhando com mosquitos homozigotos para o transgene. Com uma
dupla dose do gene poderiamos esperar um maior contetdo da proteina de bloqueio
e consequentemente uma maior inibicdo do parasita.

Com relacdo a variacdo de inibicdo do P. gallinaceum entre as linhagens
podemos discutir dois pontos importantes. A variagdo pode ser devido ao efeito de
posicdo quando houve a integracéo do transposon (Maragathavally et al., 2006). O
piggyBac se insere aleatoriamente em sitios TTAA (Fraser et al., 1996) e com isto
pode se inserir em regides regulatérias contendo promotores fortes do mosquito (ou
enhancers), 0 que aumentaria a expressao da proteina transgénica. Por outro lado,
poderia também reprimir a expressao do transgene, dependendo de onde se inseriu
no genoma (Caterruccia et al., 2003). Entretanto outros estudos deveriam ser
relacionados para responder essa questdo como, PCR inverso, hibridizacéo in situ,
eletroforese de cromossomos em campo pulsado e posterior hibridizacdo com
sondas especificas.

Com relacdo ao efeito da expressdo do gene sobre o desempenho das
linhagens transgénicas, dados indiretos mostram que a expressdo do gene da
PLA;m, ndo acarretou efeito aparente sobre o desempenho dos mosquitos
transgénicos. Atualmente estamos na 15° geracdo de mosquitos transgénicos
mantendo a proporcdo de 50% de mosquitos selvagens e 50% de mosquitos
transgénicos mesmo que 0 acasalamento seja aleatorio. Um outro trabalho esta em
andamento para avaliar o desempenho (fithess) dos mosquitos transgénicos.

Este estudo é de grande importancia para ampliar o conhecimento de
moléculas alternativas para o bloqueio de espécies de Plasmodium, uma vez que
devido a grande plasticidade deste parasita (Gardner et al., 2002), somente um gene
ndo sera suficiente para bloquear completamente seu desenvolvimento.
Possivelmente, a utilizacdo de varios genes de bloqueio seria uma estratégia para
aumentar o nivel de inibicdo, bloqueando o parasita no intestino e possivelmente nas
glandulas salivares (utilizando um promotor especifico daquele 6rgéo, por exemplo).

Além disso, a manipulacdo genética de mosquitos possibilita uma extensa gama de
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estudos relacionados a interacdo Plasmodium/mosquito, o que pode abrir grandes
possibilidades na pesquisa de doencas transmitidas por mosquitos vetores, nas
condicdes brasileiras. No entanto, outras estratégias além da transgenia devem ser

utilizadas em conjunto para o controle da malaria.
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7. CONCLUSOES

= O peptideo antimicrobiano gomesina inibiu o0 crescimento intraeritrocitico de

Plasmodium falciparum e das formas sexuadas de P. berghei e P. falciparum.

= A proteina PLA,m recombinante inibiu o desenvolvimento de P. gallinaceum em

mosquitos Aedes fluviatilis selvagens, quando adicionada ao sangue infectado.

= O elemento de transposicdo piggyBac se mostrou funcional para uso na

transgenia de mosquitos Ae. fluviatilis.

= O promotor da matriz peritrofica de An. gambiae (AgPerl) dirigiu a expressao do
gene de bloqueio (PLA;m) em mosquitos transgénicos

= O padrao de expressao do gene marcador (EGFP), dirigido pelo promotor 3xP3,

foi semelhante ao das outras espécies de mosquitos ja transformadas.

= O RNAmM da PLA;m foi produzido especificamente no intestino de mosquitos

transgénicos, estando presente antes e apds o repasto sanguineo.

= A proteina de bloqueio (PLA,m) foi detectada exclusivamente em intestinos de

mosquitos transgénicos, por meio da microscopia confocal.

» Linhagens de mosquitos transgénicos expressando a PLA,m bloquearam

significativamente a producéo de oocistos de P. gallinaceum.



ANEXO 1 — MAPA DOS PLASMIDEOS




116

Anexo 1
Ximin | 2009
Scal 1890 T7
1 start

Apal 14
/ Aatll 20
JA Sph 26
ff ﬁsrzll %;

{ Amp \ / co
[ | pGEM®-T Easy jacZ | / BstZ | 43
. Vector T Not | 43
| | [30-] Sbp) — Sacll 49
L 2op) | EcoR| | 52

(R )
Y Spel 54
| coR | 70
Not | 77
EstZ | 77
Fst | 88
Sall a0
Nele | 97
Sac | 109
Bst¥ | 118
MNsil 127
141
SP&

Representacdo esquematica do mapa do plasmideo de clonagem pGem-T easy: Ori- origem de
replicacdo, Lac Z: a-peptideo-regido codificadora da p- galactosidae; T7 e SP6: promotores da RNA
polimerase que flanqueiam uma regidao mdltipla de clonagem, T: local de inser¢cdo da molécula de
DNA exogeno, fl1 ori: regido f1 fago, Amp: gene que confere resisténcia a ampicilina. Adaptado

Promega.
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Representacdo esquematica do mapa do plasmideo pUC19. Adaptado do site:
http://www.ferramentas.com/techinfo/nucleicacids/mappuc1819.htm.
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Representagdo esquematica do mapa do vetor piggyBac {pBac [3xP3-EGFPafm]}. Os bragos
esquerdo e direito do elemento de transposi¢do na figura sdo representados por “piggyBacL” e
“piggyBacR”, respectivamente; EGFP, proteina verde fluorescente melhorada (Horn e Wimmer,

1999).
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Germline transformation of Aedes fluviatilis (Diptera: Culicidae) with the piggyBac
transposable element

Flavia Guimardes Rodrigues, Sabrina Barbosa Oliveira, Bruno Coelho Rocha, Luciano

Andrade Moreira

Memodrias Instituto Oswaldo Cruz, Vol. 101 (7): 755-757, 2006.
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Germline transformation of Aedes fluviatilis (Diptera:Culicidae)
with the piggyBac transposable element

Flavia Guimaraes Rodrigues, Sabrina Barbosa Oliveira, Bruno Coelho Rocha,
Luciano Andrade Moreira™

Laboratdrio de Malaria, Centro de Pesquisas René Rachou-Fiocruz, Av. Augusto de Lima 1715, 30190-002
Belo Horizonte, MG, Brasil

The technique to generate transgenic mosquitoes requires adaptation for each target species because of aspects
related to species biology, sensitivity to manipulation and rearing conditions. Here we tested different parameters
on the microinjection procedure in order to obtain a transgenic Neotropical mosquito species. By using a transposon-
based strategy we were able to successfully transform Aedes fluviatilis (Lutz), which can be used as an avian malaria
model. These results demonstrate the usefulness of the piggyBac transposable element as a transformation vector for
Neotropical mosquito species and opens up new research frontiers for South American mosquito vectors.

Key words: transgenic mosquitoes - piggyBac - malaria

The insertion of foreign genes into the genome of an
organism is an important tool to address the expression
of a particular gene, to study parasite-vector interactions
and also for practical uses. The first stable transformation
of amosquito was achieved by Coates et al. (1998) and by
Jasinskiene et al. (1998) who expressed a species-specific
eye colour gene, in dedes aegypti (Linnaeus). A great
achievement was obtained with the use of the green fluo-
rescent protein (GFP), as a selective marker, because it
has the advantage to express in a variety of species, in-
cluding insects (Pinkerton et al. 2000, Horn & Wimmer
2000, Catteruccia et al. 2000, Kokoza et al. 2001), and on
early developmental stages. Furthermore, with the dis-
covery that the transposon piggyBac was able to work in
different organisms [insects (Handler & Harrell 1999, Han-
dler & MacCombs 2000, Grossman et al. 2001, Peloquin et
al. 2000, Tamura et al. 2000, Ito et al. 2002, Moreira et al.
2002, Kim et al. 2004, Franz et al. 2006) and even in mouse
(Ding etal. 2005), planaria (Gonzalez-Estevez et al. 2003),
and Plasmodium falciparum (Balu et al. 2005)], a wide
horizon has opened on the transformation of insects of
both agricultural and medical/veterinary importance.

Although several mosquito species have been trans-
formed so far, there are differences related to each species
and consequently, adaptation of the transformation tech-
nique is required.

Aedes fluviatilis (Lutz) is a zoophilic and anthropo-
philic species, with a geographical distribution compre-
hending the Southern part of Mexico to the Northern part
of Argentina, east of Andes. This species has being used
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in laboratory as a safe avian malaria vector (Tason de
Camargo & Krettli 1978), as it does not naturally transmit
dengue or yellow fever.

Here we report the first successful stable transforma-
tion of Ade. fluviatilis, by using the piggyBac transpos-
able element, being the first report of genetically manipu-
lation of mosquitoes in Latin America.

MATERIALS AND METHODS

Ae. fluviatilis mosquitoes were reared at 27°C and 80%
humidity under a 12 h light/dark cycle. For adults, 10%
sucrose solution was offered ad libitum and females were
fed on mouse blood. Larvae were fed on fish food (Gold-
fish Colour, Alcon).

The transformation plasmids [piggyBac 3xP3-EGFP
(Horn & Wimmer 2000) and phsp-Helper plasmid] were
purified by using a Plasmid Maxi-Prep kit (Qiagen). Plas-
mids were mixed to a final concentration of 0.3 pg/ul
(piggyBac) and 0.2 pg/pl (Helper plasmid) in injection
buffer (5 mM KCI, 0.1 mM Na,HPO,, pH 6.8) plus 5% (vol/
vol) of green food colour to help visualization of injection
mixture.

Three days old females were fed on mouse blood and
two days after, eggs were collected by forced egg laying.
Thirty to 45 min embryos were lined up with their poste-
rior ends towards the same side onto a square of filter
paper soaked with isotonic buffer (150 mM NaCl, 5 mM
KCI, 10 mM HEPES, 2.5 mM CaCl,, pH 7.2), the filter paper
was dried-up and the embryos were transferred to a glass
slide containing double-sided tape and covered with ha-
locarbon oil 27 (Sigma-Aldrich).

Microinjections were performed by using a Femtojet
injector (Eppendorf) and an inverted microscope (TS100,
Nikon) attached to a micromanipulator (Narishige). Mi-
croinjection parameters were: 600 hPa (injection pressure);
100 hPa (back pressure) and manual control of injection
time. Quartz capillaries were pulled on a laser-based puller
(Sutter) using the folllowing pulling parameters: Heat =
750, Fil =4, Vel =40, Del =125, Pull = 125 and the tip was
broken by touching the first embryo to be injected.

Surviving injected larvae were maintained in filtered
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tap water until adulthood. Injected males were mated with
colony-originated females and injected females with
colony counterparts forming injected GO families. Four
egg batches were collected from each family and the lar-
vae screened on a FITC-fluorescence microscope (Nikon
TS-100F). Transgenic lines expressing the EGFP marker
were crossed with colony insects for expansion. EGFP
specific oligonucleotides (EGFPfor: 5'-ggtgcccatcctgg
tcgagc-3' and EGFPrev: 5'-gcggtcacgaactccagcagg- 3')
were used to identify the presence of the transgene with
the following polymerase chain reaction (PCR) (95°C 2
min, 30 cycles of 95°C 1 min, 63°C 1 min and 72°C 1 min,
followed by 72°C, 5 min).

RESULTS AND DISCUSSION

In order to adapt the microinjection technique, which
has been used to other Culicidae species we tested differ-
ent parameters to obtain the best larval hatching after the
microinjection procedure and consequently, to increase
the chances of transformation. First, we have tested the
possibility of maintaining the embryos on ice to reduce
embryo aging and consequently to expand the injection
time, but that procedure drastically reduced larval hatch-
ing even in control embryos, which were not injected (data
not shown). We tested post-injection manipulations of
mosquito embryos, in order to obtain higher larval hatch-
ing. We compared the transference of embryos to a damp
filter paper with the use of a fine paintbrush prior to trans-
fer the eggs to water or by dipping the slide containing

eggs in ddH,0 three times, to remove oil excess. The high-
est larval hatching was obtained when the slide contain-
ing eggs was dipped in water to remove oil excess and the
embryos were transferred to a Petri dish filled with water
and with filter paper on its border.

With the 84 adults that survived microinjection, 15 GO
families were formed and after screening of more than
17,000 larvae (G1), four transgenic lines were obtained
(Table), resulting in a transformation frequency of 27%,
based on GO families. Fig. 1A shows the typical pheno-
typic characteristic of transformed mosquitoes with the
use of 3xP3 promoter (Horn & Wimmer 2000) when driving
the expression of EGFP. Larval, pupal and adult eyes, lar-
val neural tube and larvae anal papillae exhibits a strong
green fluorescence [similar to previously shown for Ae.
aegypti (Kokoza et al. 2001) and for Anopheles stephensi
(Liston) (Ito et al. 2002)], which is detectable even on first
instar larvae. The presence of the EGFP gene in transgenic
larvae is shown on Fig. 1B, by PCR, in comparison to non-
transformed individuals.

This work shows the functionality of the piggyBac
transposable element, as a transformation vector, in an-
other mosquito species. Our findings open new possibili-
ties to genetic manipulate South American mosquito spe-
cies to better understand their interaction with parasites
they transmit, in our particular conditions. Work is in
progress in adapting this technology to transform a Bra-
zilian malaria vector, Anopheles aquasalis (Curry), which
shall express a Plasmodium-blocking molecule.

Fig. 1: expression of the enhanced green fluorescent protein (EGFP) gene in transgenic Aedes fluviatilis. A: larvae and pupae of both
transgenic (T) and non-transgenic mosquitoes (C); B: ethidium bromide stained 1% agarose gel, showing the amplification of the EGFP
gene, by polymerase chain reaction, with EGFP specific primers; m: DNA marker (New England Biolabs 100 pb); n: no DNA added; C: non-
transgenic larvae; T: transgenic larvae; p: piggyBac 3XP3/EGFP DNA.
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TABLE
Number of injected embryos, surviving adults, number of transgenic families and transformation frequency in Aedes fluviatilis

Experiment ¢ Embryos Larvae Surviving Fertile Transgenic (GFP)  Transformation
(n) (% hatch) © adults families families frequency ¢
Control 1 254 140 (100) n/d n/d - -
Control 2 236 83 (64) n/d n/d - -
Injected 770 108 (25) 84 15 4 27%

a: control 1 are embryos that were collected and directly placed in water for hatching. Control 2 were embryos submitted to all
procedures before injection (see text), but not injected; 4: for larval hatching calculation, Control 1 embryos were considered as 100%
hatching; ¢: transformation frequency was calculated based on fertile families; n/d: numbers not determined.
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Os cientistas, porem, ja buscam outros caminhos,
e um deles é o desenvolvimento de mosquitos geneticamente
modificados, capazes de impedir que os protozodrios responsdveis
pela maldria se instalem em seu organismo, o que interromperia
o ciclo de transmissao. Esse tipo de pesquisa

ja estad sendo feita no Brasil.
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A malaria, causada por protozoarios do género Plasmodium (P.

falciparum, P. vivax e P. malarieae, na infeccdo huma-
na, no Brasil), € uma doenga milenar, relatada ja na
antiga China e no Império Romano. Hoje, a doenga
causa a morte de mais de 1 milhao de pessoas por ano
no mundo, principalmente criangas de até cinco anos,
e é tipica de paises tropicais de todos os continentes,
mas o maior nimero de casos ocorre na Africa. No
Brasil, foram registrados no ano passado quase 601
mil casos, com cerca de 80 mortes, sendo a grande
maioria em estados da Amazodnia, segundo o Ministé-
rio da Saude (figura 1).

Os sintomas mais comuns da malaria sao febre,
calafrios, vomitos, suor frio e dor de cabeca. A doenca
é transmitida para o homem por meio da picada da
fémea de mosquitos do género Anopheles infectados
com o parasita. Apenas a fémea desses mosquitos, cha-

mados de vetores da doenca, alimenta-se de sangue »
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(necessério para a produ ao de seus ovos) — os ma-
chos consomem basicamente nectar de flores. Ao
picar uma pessoa com maldria, a famea suga, junto
com o sangue, as formas do parasita chamadas de
gamt citos, as quais evoluem dentro do intestino
do inseto e geram outras formas (esporozqtas), que
migram para suas glandulas salivares. Esse ciclo
no interior do mosquito dura cerca de 15 dias, e as
fameas que ja contenham esporozqtas poderdo
transmitir a doen a, atraves de sua saliva, ao picar
uma pessoa sadia.

A transmissdo & mais comum no interior das
habit®* es de 4reas rurais e semi-rurais, mas pode
ocorrer em areas urbanas, principalmente em lo-
cais perifericos, onde existam cond® es ambientais
propcias as espscies de Anopheles, mais comuns
em ré®t es silvestres. O risco de infec @o & peque-
no em areas situadas a mais de 2 mil m de altitu-
de, onde essas espscies raramente ocorrem. Na re-
gido am&? nica, a principal espscie vetora « o Ano-
pheles darlingi, que se reproduz em grandes cor-
pos de agua limpa (lagoas, represas, remansos de
rios). Ja na faixa litordnea predomina o Anopheles
aquasalis, que se reproduz em &gua salobra. Ou-
tras especies desse ganero, entre elas A. albitarsis,
A. deaneorum, A. cruzii e A. bellator, tambem po-
dem transmitir a doen ‘a. Tais mosquitos estao mais
ativos a noite, do crep' sculo ao amanhecer, e ge-
ralmente picam as pessoas dentro das habit® es.
Nas cidades sao mais comuns os mosquitos dos ga-
neros Culex (o pernilongo comum) e Aedes (o trans-
missor da dengue).

Ao picar uma pessoa sadia em busca de san-
gue, o mosquito infectado inocula os esporozq tas
junto com a saliva. Essas formas circulam no san-
gue e, ao chegar ao {gado, invadem celulas d&* r-
gdo, nas quais sofrem novas transform®* es e se
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Figura 1. Casos de malaria
registrados em todo o Brasil, entre
1986 e 2005 — parte das altera¢des
observadas de ano para ano pode
ser atribuida a variagdes

na cobertura do sistema de salde
(quanto ao diagndstico da doenga)

multiplicam. Rompem entao as
celulas hospedeiras e, ja na for-
ma de merozq‘tas, retornam a
corrente sang ynea e invadem as
hemacias (§ bulos vermelhos ou
erifs citos). Nestas, os parasitas
passam por mais um ciclo de de-
senvolvimento e multiplica ao,
que termina com o rompimento
de grande ' mero de hemacias
e a libera do de mais merozq tas
no sangue — esse féf meno provoca as febres q-
clicas da doen a (a cada 48 a 72 horas, dependen-
do da espscie do parasita). Os merozqtas libera-
dos passam a invadir outras hemécias, causan-
do anemia e, eventualmente, a morte do indigduo
infectado (mais comum na infec do por P. falci-
parum).

O tratamento da malaria « realizado com medi-
camentos destinados a eliminar os plasft dios, mas
o surgimento de resistancia a essas drogas, por par-
te dos parasitas, tem reduzido sua eficdacia. O com-
bate aos mosquitos vetores « feito com inseticidas,
mas tambem ja existem popul® es de mosquitos
resistentes aos produtos aplicados. Alem disso,
muitos grupos de pesquisa, em todo o mundo, vam
tentando desenvolver uma vacina contra a mala-
ria, mas um produto eficiente ainda néao estd dis-
ponyvel. Tais fatos, associados ao crescimento de-
sordenado de popul®* es em éreas endamicas, as
migr®* es, aos desmatamentos e a falta de sanea-
mento bésico, vam contribuindo para o aumento
de casos de maldaria no Brasil.

465.657

409.446

2004

Outra opcao:
mudar o mosquito

Em fun ao de todos esses problemas, ha mais de
20 anos cientistas imaginaram outro modo de redu-
zir a transmissao dessa doen a: alterar genetica-
mente o mosquito para torna-lo um vetor menos efi-
ciente. A idsia « inserir, no genoma do mosquito,
um ou mais genes que determinem a produ ao, em
seu organismo, de compostos (uma protqna, por
exemplo) que impe am o desenvolvimento do para-
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sita da malaria. Liberados na natureza, &9 s rigoro-
sos testes de seguran a, os mosquitos transganicos
(ou geneticamente modificados, ja que tam um ou
mais genes de outras espscies) se disseminariam
entre as popul® es silvestres desses insetos e, aos
poucos, conteriam a transmissao da doen a.
As tentativas realizadas por diferentes pes-
quisadores utilizaram vérias tscnicas de modifica-
ao genstica, entre elas a de microinje 40 em em-
b™ es, muito comum nos estudos com a mosca-
das-frutas (Drosophila melanogaster). Essa tecnica
emprega elementos de transposi do (chamados de
transposons) para ‘carregar’ as seq ancias de DNA
que se quer inserir no genoma do mosquito. Os
transposons tam, como os yrus, a capacidade de se
incorporar em determinados genomas e, com isso,
fazer com que as cslulas de seu ‘hospedeiro’ cum-
pram as tarefas determinadas pela seq ancia
introduzida. Ao se incorporar ao DNA de um orga-
nismo, eles (mesmo quando néo carregam uma se-
q #ncia capaz de determinar alguma tarefa) po-
dem interferir com a expressdao de genes (aumen-
tando, reduzindo ou ats impedindo essa expres-

sd0). Para dar uma idsia da capacidade dos trans-
posons, basta lembrar que cerca de 40% do genoma
humano « composto por seq ancias desses elemen-
tos, embora a grande maioria esteja inativa.

Na tecnica da microinje do, uma mistura de DNA
& injetada, com uma agulha, no embrido do mos-
quito. Esse embrido « um ovo de mosquito recam-
colocado pela famea, usado ate duas horas & s a
postura. Os embM™ es sdo alinhados com ajuda de
uma lupa e um pincel para que todos fiquem na
mesma posi 8o (os ovos tam uma parte anterior,
que dara origem a cabe a da larva, e uma poste-
rior, que se tornara a cauda) e depois transferidos
para uma lamina de micro&® pio contendo uma
fita adesiva. Os ovos sdo grudados nessa fita e co-
bertos conf* leo para que ndo ressequem, ja que,
na natureza, ovos de mosquitos ficam na &gua.

Com a ajuda de um micro® pio mais potente,
um microinjetor (equipamento que injeta ar sob
alta pressdo) « usado para lan ar a mistura de DNA
na parte posterior do embrido, pois a inten a0 «
inserir a seq ancia de DNA escolhida no material

genstico de cselulas sexuais do inseto (figura 2). A »

Figura 2. Metodologia para microinjecdo em mosquitos Aedes fluviatilis (vetor da malaria em galinhas): na primeira
etapa, as fémeas realizam a postura for¢ada de ovos (A); na segunda, os ovos sao coletados apds 30 min (B) e alinhados
com a ajuda de lupa (C); em seguida, é feita a microinjecao de seqiiéncias de DNA nos embrides (D).
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Figura 3. Os mosquitos transgénicos sao identificados
através de imagens, obtidas com microscopio de
fluorescéncia (com aumento de 40 vezes), de larvas e
mosquitos adultos (crias dos insetos que receberam a
microinjecdo de DNA): a larva (A) e o mosquito adulto (B)
selvagens tém olhos normais, enquanto a larva (C) e o
mosquito adulto (D) transgénicos exibem olhos verdes
nesse microscopio.

seq sncia precisa se incorporar a essas cslulas para
que o mosquito possa transferi-la aos seus descen-
dentes — o que fard dele um inseto transgasnico.
AP s a microinje 40 os ovos sdo recolocados em
agua e espera-se cerca de tras dias para o nasci-
mento das larvas. Essas larvas ainda nao sao consi-
deradas transganicas, pois ndo se sabe se consegui-
rao passar o gene inserido para seus descendentes.
Cerca de 10 dias depois as larvas tornam-se mos-
quitos adultos, machos ou fameas, e estes sao cru-
zados com adultos (que ndo passaram pela micro-
inje 4o0) da cft nia mantida no labor§t rio.

Os ovos produzidos a partir dos acasalamentos
originarao larvas que podem ou néo ser transgani-
cas. Isso & verificado atraves de um ‘gene marca-
dor’, inserido junto com o gene de interesse para o
combate a malaria. Esse segundo gene determina
a produ &o de uma protg na fluorescente (conheci-
da pela sigla EGFP), e para verificar se ele esta in-
corporado ao genoma da larva (o que indica que o
gene de interesse tambam estd 14) « usado outro
microf® pio, que emite luz fluorescente. Se uma
larva apresentar olhos verdes e pontos verdes bri-
lhantes em seu dorso, « transgsnica. A olho nu e
em um microf® pio normal, porem, essas larvas
sdo idsnticas as outras.

E importante lembrar que esse evento nao « fre-
q ente. Em nossa pesquisa, no Labor§t rio de Ma-
laria do Centro de Pesquisas Rens Rachou, em Be-
lo Horizonte (MG), chegamos a observar quase oito
mil larvas para encontrar uma transganica. Entre-
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tanto, a partir do momento que uma larva transga-
nica « identificada, outras aparecem na mesma fa-
mlia, e o cruzamento desses adultos transgsnicos
com adultos da c8 nia permite estabelecer o que
& chamado de linhagem transgsnica, que se torna
estéavel pelas ger® es subseq entes (figura 3).

Para tentar interromper o ciclo do parasita da
maldaria dentro do mosquito, outro gene, chamado
de gene de bloqueio, « inserido em seu genoma.
Em nossa pesquisa utilizamos um gene que deter-
mina a produ 4o de uma protg na, presente no ve-
neno das abelhas e capaz de, como mostrou outro
grupo de pesquisadores, bloquear o plasfit dio quan-
do este se encontra no intestino do mosquito. Esse
gene « ligado, por tscnicas laboratoriais, a seq wn-
cias de DNA do 5* prio mosquito relacionadas a
produ ao das enzimas digestivas necessarias ao
processamento do sangue que ele ingere, e essas
seq wncias sdo microinjetadas nos emb™ es.

Assim, quando a produ do dessas enzimas for
ativada no mosquito, a protg na de bloqueio tam-
bem serd produzida e lan ada em seu intestino,
impedindo o desenvolvimento do parasita da ma-
laria. Com isso, o plasft dio ndo conseguira chegar
as glandulas salivares do mosquito e este, teorica-
mente, ndo conseguird transmiti-lo para um ser
humano ou um animal.

Insetos transgénicos
em estudo

Nosso grupo obteve, ate 0 momento, quatro linha-
gens transgsnicas de mosquitos, que estdo sendo
testadas para a verifica do do grau de bloqueio do
parasita da malaria de galinhas (Plasmodium galli-
naceum), ja que a espsacie de mosquito (Aedes flu-
viatilis) geneticamente transformada nao permite



trabalhar com parasitas de humanos. Essa espscie
foi utilizada porque & mais seguro trabalhar com
um parasita que nao afeta o ser humano. Alem dis-
s0, & mais difcil criar em laborft rio os mosqui-
tos vetores da malaria humana, que tambsm sao
mais sengveis a microinje ao. No entanto, nosso
grupo ja esté iniciando pesquisas com o Anopheles
aquasalis.

Nos testes de bloqueio realizados em nosso la-
bor&t rio, mosquitos adultos (transgsnicos e nao
transganicos) em uma gaiola sdo alimentados com
sangue de galinha infectada com malaria. AP s
uma semana os insetos séo separados e seus intes-
tinos sao retirados, contando-se o 1' mero de para-
sitas ali encontrados. A contagem « feita com base
nos chamados oocistos, formados no intestino dos
mosquitos quando os gam&t citos do sangue inge-
rido evoluem para formas sexuais e ocorre a ferti-
liza ao. Esses estudos ainda estao em andamento,
e espera-se que 0os mosquitos que produzam a pro-
tg na de bloqueio (os transganicos) tenham menos
oocistos (parasitas) do que os selvagens.

As pesquisas para transformar geneticamente
espscies de mosquitos vetores de malaria humana
exigem maior seguran a no labor& rio, ja que exis-
te o risco de transmissao da doen a, se algum mos-
quito infectado escapar das gaiolas. Nosso grupo ja
obteve anofelinos transganicos, e agora pretende
testar o grau de bloqueio de plasft dios humanos
nesses insetos. Para isso, os mosquitos serao ali-
mentados com sangue de pessoas infectadas com
maléria, atraves de um alimentador artificial, onde
os insetos precisam ‘picar’ uma membrana (como
se fosse a pele humana) para obter o sangue. O
conjunto « mantido a 37°C, temperatura semelhan-
te a do corpo humano. A contagem dos oocistos
seguird a mesma metodologia adotada nos estudos
ja realizados.

A obten ao de mosquitos transganicos ainda «
um primeiro passo dentro da pesquisa maior, que

& multidisciplinar e envolverd entomologistas,
echt logos, estagsticos, epidemiologistas e agentes
de sd' de. Outros estudos, visando ao bloqueio de
maléaria e dengue nos mosquitos transmissores, fo-
ram desenvolvidos em pa ses da Europa e nos Esta-
dos Unidos, mas todos se mantiveram no n vel de
labor&t rio. No Brasil, esta « a primeira vez que
mosquitos transmissores de malaria sao modifica-
dos geneticamente. A tecnica « muito promissora,
pois tambsm permite estudar as inter® es entre o
parasita e o vetor. Essa linha de pesquisa, uma vez
implantada no pas, poderd ser usada com vetores
de outras doen as, como a dengue, ou mesmo a
doen a de Chagas, transmitida pelos percevejos
conhecidos como barbeiros.

As pesquisas com mosquitos transganicos estdo
sendo realizadas em labor§t rio e todos os cuida-
dos sado tomados para evitar que essas primeiras
linhagens de insetos transganicos sejam liberadas
acidentalmente na natureza. Mesmo com os bene-
{cios que eventualmente trariam para a popula-

ao humana, esses mosquitos modificados®® pode-
rdo ser soltos & s diversos estudos que verifiquem
se eles terdo, no ambiente natural, o mesmo de-
sempenho e a mesma capacidade de reprodu ao e
sobrevivancia que os indigduos das popul® es
silvestres, podendo competir com eles na busca de
alimenta do e abrigo e na gera dao de descenden-
tes. O ideal seria que os transganicos mostrassem
alguma vantagem nessa concorrancia, pois isso
aumentaria a rapidez com que o gene de bloqueio
se espalharia nessas popul® es.

Acreditamos que o desenvolvimento e a utiliza-

do de mosquitos transganicos no combate a mala-
ria » uma alternativa que precisa ser explorada.
Esses insetos nao seriam empregados como um
metodo isolado, mas em combina @0 com outras
medidas de controle, como drogas contra o parasi-
ta, inseticidas e mesmo junto com uma vacina,
quando esta estiver a disposi ao. .
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Abstract

While seeking strategies for interfering with Plasmodium development in vertebrate/invertebrate hosts, we tested the activity of gome-
sin, an antimicrobial peptide isolated from the hemocytes of the spider Acanthoscurria gomesiana. Gomesin was tested against asexual,
sexual and pre-sporogonic forms of Plasmodium falciparum and Plasmodium berghei parasites. The peptide inhibited the in vitro growth
of intraerythrocytic forms of P. falciparum. When gomesin was added to in vitro culture of P. berghei mature gametocytes, it significantly
inhibited the exflagellation of male gametes and the formation of ookinetes. In vivo, the peptide reduced the number of oocysts of both
Plasmodium species in Anopheles stephensi mosquitoes, and did not appear to affect the mosquitoes. These properties make gomesin an
excellent candidate as a transmission blocking agent for the genetic engineering of mosquitoes.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Index Descriptors and Abbreviations: Antimicrobial peptide; Gomesin; Malaria; Mosquito; Ookinete; Oocyst; Exflagellation; GFP, green fluorescent
protein; P. berghei, Plasmodium berghei; P. falciparum, Plasmodium falciparum; An. stephensi, Anopheles stephensi; RPMI-1640, Roswell Park Memorial
Institute medium; #-Boc, tert-butyloxycarbonyl; MR4, Malaria Research and Reference Reagent Resource Center; ATCC, American Type Culture
Collection; FIOCRUZ, Fundagao Oswaldo Cruz

1. Introduction curable and preventable, the incidence of malaria cases is

expanding as parasites developed resistance to the most

Over 3 billion inhabitants of tropical regions are at risk
for malaria. According to the World Health Organization,
at least 500 million people contracted malaria in 2004,
resulting in more than 3 million deaths. Although usually

* Corresponding author. Fax: +1 55 31 3295 3115.

E-mail address. luciano@cpqrr.fiocruz.br (L.A. Moreira).

! Present address: Weill Medical College of Cornell University, Depart-
ment of Microbiology and Immunology, 1300 York Avenue, Box 62, New
York, NY 10021, USA.

2 These authors contributed equally to this work.

0014-4894/$ - see front matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.exppara.2007.01.022

commonly used drugs, and mosquitoes became resistant
to insecticides (WHO, 2005). The search for new anti-
malarial drugs and the development of alternative strate-
gies of disease control are crucial to successfully decrease
morbidity, mortality, and transmission.

Several naturally occurring antimicrobial peptides have
been tested as potential anti-Plasmodium agents, including
scorpin, dermaseptin S3 and S4, magainin 2, cecropin B,
and defensin (Gwadz et al., 1989; Shahabuddin et al.,
1998; Ghosh et al., 1997; Conde et al., 2000), as well as syn-
thetic peptides, e.g. Vida 1-3, P2WN, ILF, SM1, SB-37,

doi:10.1016/j.exppara.2007.01.022

Please cite this article in press as: Moreira, C.K. et al., Effect of the antimicrobial peptide gomesin against ..., Exp. Parasitol. (2007),



mailto:luciano@cpqrr.fiocruz.br

and Shiva-1 and 3 (Jaynes et al., 1988; Rodriguez et al.,
1995; Possani et al., 1998; Ghosh et al., 2001; Arrighi
et al.,, 2002). These peptides have a broad spectrum of
action and permeate cell membranes by incompletely
understood mechanisms. The lipid composition and the
charge of the target cell membrane influence their activity,
making it possible to selectively target pathogens but not
their host cells. For example, studies with dermaseptin S4
derivatives demonstrated that antimicrobial peptides can
be engineered to act specifically on the membrane of intra-
cellular parasites, with the anti-Plasmodium effect of the
original peptide being mediated by host cell lysis (Dagan
et al., 2002; Efron et al., 2002). This is an important
achievement since it demonstrates the potential use of anti-
microbial peptides as chemotherapeutic agents for malaria
treatment as well as other intracellular pathogens.

Strategies for interfering with Plasmodium development
in the mosquito, such as transmission blocking vaccines,
paratransgenesis, and transgenic mosquitoes, have been
proposed as alternative methods to control malaria (Riehle
et al., 2003). Proof of concept that transgenic mosquitoes
can be used to block parasite transmission has been dem-
onstrated (Ito et al., 2002; Moreira et al.,, 2002; Kim
et al., 2004; Abraham et al., 2005). In addition to the anti-
microbial peptides mentioned above, anti-Plasmodium
effector candidates include anti-circumsporozoite (CS)
antibody and phospholipase-A, (de Lara Capurro et al.,
2000; Zieler et al., 2001). Because most of these agents
are only partially effective, and because parasites readily
overcome agents that interfere with their survival, it is
imperative that multiple transmission-blocking effector
molecules be used simultaneously. The search for addi-
tional, highly active, effector molecules is an important goal
toward the implementation of mosquito-blocking
strategies.

The antimicrobial peptide gomesin, isolated from the
hemocytes of the tarantula spider Acanthoscurria gomesi-
ana, is a potent agent against different strains of bacteria,
filamentous fungi, and yeast, as well as Leishmania amazon-
ensis (Silva et al., 2000). Here we report on the evaluation
of gomesin as an anti-Plasmodium
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of movement in 5 random microscope fields at 400x mag-
nification after 10 min incubation at room temperature.
The ICsy value was calculated by the Origin version 5.0
software (Microcal Software, Inc.).

2.5. In vitro activity of gomesin on the ability of gametocyte
cultures to develop to ookinetes

Plasmodium berghei mature gametocytes were cultured
in vitro as described (Sinden et al., 1985). Briefly, gameto-
cyte-positive mouse blood was collected by heart puncture
and immediately submitted to a five-fold dilution in RPMI
1640 (Gibco, USA), pH 7.5, containing 25 mM Hepes,
2 mM glutamine, 1 puM xanthurenic acid, 0.37 mM hypo-
xanthine and 0.2% sodium bicarbonate. Ninety microliters
of diluted blood were added to wells of a 96-well microtiter
plate and incubated for 16 h at 20 °C, for ookinete forma-
tion. Various concentrations of gomesin in a volume of
10 uL. were added at the beginning of the culture (time
zero) and 4 and 8 h later. The number of ookinetes per
10,000 red blood cells was determined, 16 h after the begin-
ning of the ookinete culture with the use of a hemocytom-
eter, under 400x magnification.

2.6. Evaluation of Plasmodium oocyst formation after
gomesin-enriched blood meal

Individual P. berghei gametocyte-positive mice were
used to infect control mosquitoes. Immediately after this
feeding, the different mice were injected with 200 pL of dif-
ferent concentrations of gomesin into the tail vein, to
obtain the final concentration of 0-200 uM of peptide in
the mouse blood. In order to calculate the amount of
gomesin to inject, we assumed that the mouse circulating
blood is 8% of its weight, and expected to have the peptide
equally distributed in the blood (Hoff, 2000).The oocysts
were counted at day 15 and the inhibitory effect was calcu-
lated [(mean oocyst number per gut of mosquitoes fed on
gomesin-injected mouse)/(mean oocyst number per gut of
mosquitoes fed on the mouse prior to gomesin injec-
tion) x 100] and the numbers were compared between con-
trol and gomesin exposed mosquitoes fed on the same
mouse.

Plasmodium falciparum NF54 stage V gametocytes
mixed with 0-200 pM gomesin were membrane fed to mos-
quitoes, and oocysts were counted in mercurochrome-
stained midguts, 8 days after feeding. The inhibitory effect
was calculated as (mean oocyst number per gut of mosqui-
toes fed on gomesin)/(mean oocyst number per gut of mos-
quitoes fed on 1x PBS) x 100.

2.7. Effect of gomesin on the fitness of An. stephensi
mosquitoes

Three-day-old female An. stephensi were membrane fed
with mouse blood mixed with 0, 25 or 200 pM gomesin.
Engorged females were separated and placed in 500 mL

paper cups (2 females per cup, 30 cups per treatment)
and 10% sucrose was offered ad libitum. The number of
dead mosquitoes was recorded daily. Egg collections in
moist paper filter-lined small plastic cups were set up 2 d
after the blood meal. Eggs were collected after an addi-
tional 2 d, counted and placed in water for hatching. The
number of larvae was counted 5 d after hatching.

2.8. Statistical analysis

The effect of gomesin on oocyst formation was analyzed
with the non-parametric Mann—Whitney test for P. berghei
and the t-test for P. falciparum. The Kruskal-Wallis non-
parametrical test was used to analyze the data of gomesin
effects on mosquitoes.

3. Results

3.1. Effect of gomesin on Plasmodium asexual erythrocytic
forms

The effect of gomesin on P. falciparum intraerythrocytic
stage proliferation was studied by the radioactive hypoxan-
thine incorporation method, which is directly correlated
with parasite growth. Gomesin inhibited parasite develop-
ment of both chloroquine-sensitive (3D7-GFP) and chloro-
quine-resistant (W2) parasites (Fig. 1). The calculated 1Cs
values ranged from 75.8 (W2) to 86.6 pM (3D7-GFP) in
independent experiments. By comparison, the ICs, for
artesunate, used as a positive control, ranged from
5.1 nM (3D7-GFP) to 25 nM (W2).

3.2. Effect of gomesin on Plasmodium pre-sporogonic stages

The effect of gomesin on P. berghei sexual and pre-sporo-
gonic stages was determined through in vitro experiments. As
shown in Table 1, gomesin significantly inhibited male gam-
ete exflagellation. At 50 uM the peptide promoted approxi-
mately 58% reduction in the exflagellation of P. berghei
male gametes, and 68% inhibition was obtained with
100 uM. However, 100 uM linear (inactive) gomesin (Fazio
et al., 2006) or 1x PBS used to solubilize the peptide had
no inhibitory effect (data not shown). The calculated 1Cs
value is 46.8 uM, which is about half of the calculated con-
centration for asexual intraerythrocytic forms

To determine the effect of gomesin on ookinete forma-
tion, P. berghei gametocyte cultures were incubated in the
presence of different concentrations of the peptide. Gome-
sin was added at three different time points (0, 4, and 8 h
after the beginning of the culture) and inhibition was
scored 16 h later (Table 2). When gomesin was added at
the beginning of culture, 12.5 uM inhibited 50-100% ooki-
nete formation, while 25 uM inhibited 67-100% and 50 pM
led to 100% inhibition. When gomesin was added 4 or 8 h
after the beginning of the culture, 75% inhibition or higher
was observed with 12.5 uM, and 100% and 75-100% mor-
tality with 50 uM, at 4 and 8 h, respectively. Although
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Fig. 1. Dose-response curves of parasite viability in the presence of gomesin (a and b; in uM ) and artesunate (c and d; in nM) for in vitro cultures of the P.
falciparum lines W2 (a and c) and 3D7-GFP (b and d). Data are representative of three independent experiments using artesunate as a control, and two

independent experiments with gomesin, each experiment done in triplicate.

Table 1
In vitro effect of gomesin on P. berghei male exflagellation

Gomesin concentration (uM)

No. of exflagellations/No. of microscope fields

Average % inhibition

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5
0 146/5 200/5 246/5 108/5 81/5 0
6.25 135/5 154/5 170/5 96/5 78/5 18.9
12.5 135/5 120/5 156/5 85/5 68/5 27.7
25 123/5 101/5 90/5 74/5 68/5 41.6
50 79/5 64/5 82/5 59/5 42/5 58.2
100 74/5 43/5 61/5 49/5 21/5 68.2

Gametocyte-positive mouse blood was diluted and incubated for 10 min at 20 °C in the presence of gomesin, as described in Section 2. Exflagellation was
scored by counting centers of movement in 5 random microscope fields (400x magnification). Data from five independent experiments.

gomesin impaired P. berghei early sporogonic stage devel-
opment we were unable to pinpoint if it targets all the
stages between gametes and mature ookinetes. It is well
known that Plasmodium development varies between para-
site species and the mosquito vector, but in general, at 0 h
after an infectious blood meal, one expects to see gameto-
cytes and gametes within the mosquito midgut, at 4 h
zygotes and at 8 h immature ookinetes should be present
(Baton and Ranford-Cartwright, 2005).

3.3. Plasmodium oocyst reduction after gomesin-enriched
blood meal

To check whether the addition of gomesin to the mos-
quito blood meal would reflect on reduction of oocyst

numbers we tested the peptide in two different systems.
An. stephensi mosquitoes were blood fed before (control)
and after injection of gomesin into the tail vein of a
P. berghei infected mouse. As shown in Table 3, gome-
sin-enriched blood meal resulted in P. berghei oocyst
reduction. At 50 uM, the average number of oocysts
per midgut was 53% lower than the control, whereas
86% inhibition was achieved when 100 uM was given
to the mouse. Gomesin also inhibited P. falciparum
oocyst formation; 50 pM reduced oocysts formation by
56% while complete blockage was obtained with
100 uM (Table 4). It is important to emphasize that
lower number of oocysts could be reflected by the action
of gomesin towards earlier parasite stages (gametes,
zygotes and/or ookinetes).

doi:10.1016/j.exppara.2007.01.022
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Table 2
In vitro effect of gomesin on the formation of P. berghei ookinetes

Gomesin concentration (M)

Number of ookinetes/ 10,000 RBC (% inhibition)

Gomesin added 0 h after the start

Gomesin added 4 h after the start ~Gomesin added 8 h after the start

Exp.1 0 21
12.5 10 (54%)
25 7 (67%)
50 0 (100%)
Exp.2 0 16
12.5 4 (75%)
25 0 (100%)
50 0 (100%)
Exp.3 0 4
12.5 0 (100%)
25 0 (100%)
50 0 (100%)
Exp.4 0 23
50 0 (100%)
Exp.5 0 17
50 0 (100%)

24 20
6 (75%) 4 (80%)
6 (75%) 2 (90%)
0 (100%) 0 (100%)
15 16

1 (93%) 0 (100%)
0 (100%) 0 (100%)
0 (100%) 0 (100%)
4 4

1 (75%) 1(75%)
0 (100%) 0 (100%)
0 (100%) 0 (100%)
22 23

0 (100%) 5 (78%)
15 17

0 (100%) 2 (88%)

Gametocyte-positive mouse blood was placed in culture and gomesin was added at 0, 4 and 8 h after the start of gametogenesis. The number of ookinetes
per 10,000 red blood cells (RBC) was determined, after 16 h of the start of the culture, with the use of a hemocytometer, under 400x magnification. Data

from five independent experiments.

Table 3
In vivo inhibition of P. berghei oocyst formation by gomesin

Exp. Gomesin concentration Oocysts per midgut® Oocyst-positive mosquitoes® % Oocyst inhibition

1 25 UM 72.1 (0-225) 93.3 (14/15) 45
Control 131.4 (0-352) 91.7 (11/12)

2 50 uM 14.5 (0-162)* 65.6 (21/32) 53
Control 30.8 (0-122) 83.3 (25/30)

3 50 uM 74.4 (0-244)" 94.1 (16/17) 80
Control 375.8 (190-592) 100 (5/5)

4 100 pM 2.4 (0-14)" 40 (14/35) 86
Control 17.6 (0-72) 85.7 (30/35)

5 200 pM 85.3 (3-188)* 100 (11/11) 69
Control 274 (95-510) 100 (5/5)

6 200 pM 19.2 (0-92)* 97 (33/34) 70
Control 65.7 (0-284) 81.3 (26/32)

For each experiment, control An. stephensi mosquitoes were fed on anaesthetized P. berghei-infected mouse. A second group of experimental mosquitoes
was fed on the same mouse about 10 min after injection of gomesin into its tail vein. Mosquitoes were kept at 21 °C and the number of oocysts per midgut

was determined on day 15. Data from six independent experiments.

& Mean oocyst number per mosquito midgut. The range of observed values is indicated in parentheses.
® Percentage of mosquitoes that had oocysts in their midgut. These values were derived from the number of oocyst-positive mosquitoes over the total

number of mosquitoes examined (shown in parentheses).
* p<0.05 in comparison to the control by the Mann—Whitney test.
** p <0.0001 in comparison to the control by the Mann-Whitney test.

3.4. Effect of gomesin on mosquito fitness

To analyze the effect of gomesin on mosquito fitness,
female An. stephensi mosquitoes were fed mouse blood
containing different concentrations of the peptide through
an artificial membrane. Fitness was determined by measur-
ing mosquito survival, fecundity (egg laying), and fertility
(larvae production). Gomesin had no effect on female sur-
vival. Gomesin did not affect fecundity nor fertility at

50 uM, but at 200 uM it decreased fertility by approxi-
mately 50% and significantly reduced larval production
(Table 95).

4. Discussion
In this study we analyzed the effect of the antimicrobial

peptide gomesin, on the development of the malaria para-
site, to address its possible utility as either a new therapeu-
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Table 4
In vivo inhibition of P. falciparum oocyst formation by gomesin

Gomesin concentration (uM) Oocysts per midgut®

Oocyst-positive mosquitoes” % Oocyst inhibition

Control 23 4+ 23 (0-99)
25 17 + 21 (0-89)"
50 10 + 12 (0-51)""
100 0.5+ 1.2 (0-5)""
200 0"

78.8 (41/52) _

63.4 (33/52) 26
71.2 (37/52) 56
25 (13/52) 99.9
0 (0/52) 100

Plasmodium falciparum stage V gametocytes mixed with gomesin were membrane fed to An. stephensi mosquitoes. Mosquitoes were kept at 26 °C and the

number of oocysts per midgut was determined on day 8.

% Mean oocyst number per mosquito midgut. The range of observed values is indicated in parentheses.
® Percentage of mosquitoes that had oocysts in their midgut. These values were derived from the number of oocyst-positive mosquitoes over the total

number of mosquitoes examined (shown in parentheses).
* p <0.05 in comparison to the control by the r-test.
™ p <0.0001 in comparison to the control by the r-test.

Table 5
Effect of gomesin on the fitness of An. stephensi female mosquitoes

Gomesin concentration (number of mosquitoes)

Survival (mean number of days + SD)

Eggs (mean + SD) Larvae (mean + SD)

0puM (n=31) 237442
50 UM (11 = 30) 26946
200 pM (1 = 30) 249+6

72.6 & 34 4334326
57.7+23.5 33.9 4+ 21
27.1" £15.6 55"+54

Female mosquitoes were membrane-fed on mouse blood containing different concentrations of gomesin and the mean and standard deviation of mosquito
survival, fecundity (number of eggs) and fertility (number of larvae) were recorded. Control mosquitoes (‘0’) were artificially fed on mouse blood mixed

with the same volume of 1x PBS.

" Statistically significant difference of means compared to control using the Kruskal-Wallis test (p < 0.0001).

tic agent and/or as an effector molecule for expression in
transgenic mosquitoes. Gomesin inhibited the growth of
intraerythrocytic forms of two different P. falciparum lines,
with an ICsy of 76-87 uM. Lysis of red blood cells was
observed when gomesin was added to the cultures. A recent
study reported that at a gomesin concentration of 1 pM the
hemolysis rate is 16%, and reaches approximately 40%
when the concentration is raised to 100 uM (Fazio et al.,
2006). It is not known whether gomesin kills the malaria
parasite by direct interaction with its membrane, or indi-
rectly by lysis of the host cell. Due to its hemolytic activity,
further in vivo assays should be done in order to evaluate
the potential of this peptide as an anti-malarial drug.

The frog skin antimicrobial peptide, dermaseptin S4,
lyses Plasmodium-infected erythrocytes at a 30-fold-lower
concentration than it lyses non-infected cells (Dagan
et al., 2002). Within the blood malaria parasites modify
the erythrocyte surface and cytoplasm, displaying para-
site-encoded receptors and solute channels on the erythro-
cyte surface (Templeton and Deitsch, 2005), and this could
explain the different susceptibility of infected versus non-
infected cells to dermaseptin S4. It is possible that the same
observation is valid for gomesin activity; however this
hypothesis still has to be investigated.

Gomesin also impaired the development of Plasmodium
sexual and early sporogonic stages in vitro and in vivo.
Under in vitro conditions we observed an inhibition of male
gamete exflagellation, and a parasiticidal effect towards
ookinetes. However, we were unable to compare the block-
ing efficiencies towards different pre-sporogonic stages
because it is not possible to rule out a cumulative effect

from gametes through ookinetes. Similar studies with other
antimicrobial peptides reported different inhibitory effects
on distinct Plasmodium sexual stages for a fixed peptide
concentration (Conde et al., 2000; Arrighi et al., 2002),
likely due to changes in the repertoire of surface proteins
(Carter and Kaushal, 1984; Kaushal and Carter, 1984),
and possibly changes in lipid composition during parasite
development, as described in other protozoa (Buscaglia
et al., 2004). Exchange of surface lipids or proteins can
alter the surface charges and hydrophobicity of cells, thus
affecting the activity of antimicrobial peptides (Powers
and Hancock, 2003). We believe that the action mechanism
of gomesin is through the permeabilization of Plasmodium
membrane, as previously determined for the parasites
Trypanosoma cruzi and Leishmania spp. (S. Daffre, unpub-
lished data). In the in vivo experiments, mosquitoes fed
with infected blood containing gomesin developed fewer
oocysts or none. The reduced number of oocysts can be
probably attributed to fewer ookinetes formed, although
a direct effect on oocysts should not be ruled out. Although
high variation in oocyst number has been observed in all
experiments, this is consistent with results of previous stud-
ies which deal with Plasmodium oocysts in mosquitoes
(Bhatnagar et al., 2003; Kim et al., 2004; Shahabuddin
et al., 1995, 1998; Zieler et al., 1999, 2001).

To further determine its use as a transmission blocking
agent, we investigated the effect of gomesin on some fitness
parameters of adult female anophelines. Gomesin did not
increase mosquito mortality; 50 pM had no deleterious
effect on mosquito fecundity and fertility, whereas
200 uM significantly reduced egg laying and larval survival.
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The concentration of endogenous antimicrobial peptides in
the hemolymph of immune activated insects ranges from 1
to 100 uM (Hetru et al., 1998), and this compares with the
gomesin concentrations used in our anti-parasite experi-
ments. The cationic nature of gomesin suggests that its
affinity to prokaryotic membranes is higher than to eukary-
otic cell membranes (Silva et al., 2000). We will test more
physiologically relevant levels between 50 and 200 pM to
determine where the effect begins, and may use these data
to somehow limit expression in transgenic mosquitoes.

The broad effect of gomesin on the mosquito stages of
Plasmodium, and its low toxicity to mosquitoes when
administered per os, make this peptide an interesting candi-
date to be expressed in the midgut of genetically engineered
mosquitoes, driven by blood-meal induced midgut promot-
ers such as carboxypeptidase (AgCP) or peritrophic matrix
protein 1 (AgAper 1) (Edwards et al., 1997; Abraham et al.,
2005). The latter, which encodes a perithrophic matrix pro-
tein, can direct the secretion of transgenic proteins immedi-
ately upon mosquito blood feeding (Devenport et al.,
2004). Other antimicrobial peptides were successfully
expressed within the hemolymph or midgut of transgenic
mosquitoes. The Aedes aegypti defensin, when driven by
the fat body promoter vitelogenin was present within the
insect hemolymph up to three weeks after a blood meal
and when extracted from transgenic mosquitoes inhibited
the growth of the bacteria Micrococcus luteus (Kokoza
et al., 2000). Cecropin A from Anopheles gambiae was over-
expressed in this mosquito species by using the Ae. aegypti
carboxypeptidase promoter and was able to significantly
reduce Plasmodium berghei oocyst numbers (Kim et al.,
2004).

Assuming that gomesin had already effect towards early
ookinetes (Table 2) and based on the parasite life cycle on
mosquito midgut, there is a relatively broad timing (from
minutes up to 24 h post infective blood meal) that gomesin
could work as an anti-parasitic molecule, when present
within the insect midgut lumen.

In conclusion, gomesin is a promising anti- Plasmodium
effector candidate for expression in transgenic mosquitoes
to be added to the arsenal of other effector molecules.
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Abstract

The genetic manipulation of mosquito vectors is an alternative strategy in the fight
against malaria and it has been demonstrated that it is possible to generate
transgenic mosquitoes expressing effector molecules that are able to block
Plasmodium oocyst formation and sporozoite transmission to a vertebrate host.
The bee venom phospholipase A, (PLA2) has been shown to inhibit ookinete
invasion in the mosquito midgut and although very promising, when mosquito
expressed this protein it significantly reduced mosquito egg production. In order to
maintain the PLA, blocking ability without compromising mosquito fitness, we
artificially mutated the protein coding sequence to inactivate the enzyme. The
mutated PLA sequence was placed downstream of a mosquito midgut specific
promoter (Anopheles gambiae perithrophin protein | promoter - AgPer1) and the
construct used to transform Aedes fluviatilis mosquitoes on a transposon-mediated
transformation through embryo microinjection. Four different mosquito transgenic
lines were obtained and the presence of the transgene was characterized by PCR,
RT-PCR and confocal microscopy. The transgenic mosquitoes” ability to block
malaria parasite development was tested by comparing the parasite load in
transformed and non-transformed mosquitoes. All four lines significantly inhibited
Plasmodium gallinaceum oocyst development. The use of transgenic mosquitoes
as a strategy to block parasite transmission is discussed.

Key words: Transgenic mosquito, mutated phospholipase A,, malaria, Aedes,
Plasmodium gallinaceum, piggyBac
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Introduction

Malaria remains a major global problem, causing an unacceptable toll on the
health and economic welfare of the world’s poorest communities. An estimated
350-500 million clinical malaria episodes occur annually; most of these are caused
by infection with P. falciparum and P. vivax. Falciparum malaria causes more than
1 million deaths each year, mainly in sub-Saharan Africa. It also contributes
indirectly on many additional deaths, mainly in young children, through synergy
with other infections and illnesses (WHO, 2005).

Problems related to parasite drug resistance, mosquito resistance to
insecticides and the lack of an effective vaccine bring the importance of seeking for
alternative strategies in order to hamper malaria expansion. By genetic
manipulating the mosquito vector it is possible to insert effector molecules that are
able to block Plasmodium development within the insect (Ito et al., 2002; Kim et al.,
2004). With that purpose, various candidates have been studied as the
anti-circumsporozoite protein antibody (de Lara Capurro et al., 2000); a
dodecapeptide SM1 (Ghosh et al.,, 2001); cecropin-like peptides (Arrighi et al.,
2002); gomesin (Moreira et al., 2007); and the bee venom phospholipase A, (PLA?)
(Zieler et al., 2001).

Phospholipases A, enzymes belong to a protein family which catalyze the
hydrolysis of the 2-acyl ester bond of glycerophospholipids, leading to the
production of free fatty acids and lysophospholipids. Secreted phospholipases A,
have been identified in venoms, but are also distributed in mammalian tissues,
fluids, and secretions (Kudo and Murakami, 2002), plants (Lee et al., 2003),
bacteria (Sugiyama et al., 2002) and viruses (Canaan et al., 2004; Nagiec et al.,
2004). Venom PLAs cause diverse pharmacological effects such as neurotoxic,
myotoxic, cardiotoxic, or have anticoagulant properties, and some sPLAzs have
been show to display antibacterial (Buckland and Wilton, 2000; Koduri et al., 2002),
antiviral (HIV) (Fenard et al., 1999), or anti-Plasmodium activities (Deregnaucourt
and Scrével, 2000; Guillaume et al., 2004).

PLA2s from snake, scorpion, or bee venoms are potent inhibitors of the in
vitro intraerythrocytic development of P. falciparum, and its activity is more
dependent on the presence of exogenous phospholipids in serum than the
hydrolysis of erythrocyte membrane (Guillaume et al.,, 2004; 2006). When
administered via blood feeding venom PLA,s act towards the P. falciparum and
P. gallinaceum sporogonic cycle by associating with the mosquito midgut epithelia
and then blocking ookinete adhesion and invasion. This mechanism is independent
of its catalytic activity (Zieler et al., 2001).

Transgenic Anopheles stephensi mosquitoes expressing the bee venom
PLA, were able to block both the development of Plasmodium berghei oocysts and
transmission to naive mice (Moreira et al., 2002). Although very efficient, that
effector protein reduced female fertility probably due to damage of midgut epithelial
cells (Abraham et al., 2005) causing reduction on uptake of blood nutrients and
consequently reduction of egg production (Moreira et al., 2004). Fitness of
transgenic insects is a crucial feature when one envisages its use in nature.

Previous studies have shown the contribution of the histidine residue in the
active site (position 48) of the pancreatic PLA,, in which the substitution of this
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residue to asparagine does not affect the enzyme structural integrity, although
reduces five fold its activity (Janssen et al., 1999).

In order to maintain the Plasmodium blocking ability of the bee venom
phospholipase A,, without causing any fithess related problem to mosquitoes we
have made two point mutations causing amino acid changes on its coding region,
and consequently inactivating the enzyme. Here, we expressed this new protein
sequence in transgenic mosquitoes and tested the mutated PLA, (mPLA;) against
P. gallinaceum.

2. Material and Methods

2.1. Mosquitoes

Aedes fluviatilis were reared at 27°C and 80% humidity under a 12 h
light/dark cycle, and adults were fed on 10% sucrose solution, ad libitum. For egg
production female mosquitoes were blood fed in anesthetized Swiss Webster mice.

2.2. Mutated phospholipase A, (mPLA;) and construction

Point mutations on the original PLA, cDNA sequence (Moreira et al., 2002)
were obtained by PCR site directed mutagenesis. The histidine residue in the
active site has been modified to asparagine and the alanine amino acid was
modified to threonine in order to inactivate the bee venom phospholipase A,
without altering its conformation (PLA;m).

The 5°'UTR and 3'UTR sequences from Anopheles gambiae perithrophic
matrix protein | (AgAper1) containing the promoter region, cloned in pUC19, were
kindly provided by Dr. Abraham Eappen (Abraham et al., 2005). The mutated bee
venom PLA, replaced the original PLA, by restriction digesting the pUC19
(AgPer1/PLA;) plasmid with Kpn | and BamH |. The mPLA; was inserted into Kpn
I/BamH | sites, between the 5" and 3' fragments of AgAper1, in pUC19. A Pst | site
610 bp downstream from the &' end of the AgAper1 cloned promoter and pUC19
multiple cloning site Pst | were used to release the fragment carrying 2570 bp
5'-AgAper1 + 480 bp mPLA; sequence + 907 bp AgAper1 3' sequence. This Pst |
/Pst | fragment was then transferred to the pSLfa1180fa shuttle vector that carries
the unique Fse | and Asc | sites. The plasmid was digested with both enzymes and
the fragment released was inserted into Fse I/Asc | sites of piggyBac[3xP3-
EGFPPafm] to generate piggyBac [3xP3-EGFP(AgAper1PLA;m)]. The final
plasmid has been sequenced before using for microinjection.

2.3. Microinjection and mosquito rearing

Ae. fluviatilis embryos were injected as previously described (Rodrigues et
al.,, 2006), with a mixture of piggyBac[3xP3-EGFP(AgPerPLA;m)] plasmid
(0.3ug/ul) and piggyBac helper plasmid (0.2ug/ul), which encodes the transposase.
Transformants were selected by screening the G1 larvae for the presence of
GFP-positive individuals using a fluorescent stereomicroscope. Individually
transformed adult mosquitoes were mated with non-transgenic mosquitoes to
establish stable transgenic lines.
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2.4. Detection of the transgene

Larval DNA was isolated by an adapted protocol (Black & Munstermann,
1996). Briefly, 4" instar larvae from all transgenic lines and non-transgenic siblings
were frozen in dry ice: ethanol bath, homogenized in grinding buffer (0.1M NacCl;
0.2M Sucrose; 0.1M Tris-HCI pH 9.1; 0.05M EDTA; SDS 0.05%) and incubated at
65°C for 30 min. Following proteinase K digestion for 3h at 52°C the DNA was
extracted with phenol and phenol: chloroform: iso-amylic alcohol. After air drying,
DNA pellet has been solubilized in 10 mM Tris-HCI, pH 8.5. For PCR analysis,
primers specific to EGFP marker (EGFPF: 5-GGTGCCCATCCTGGTCGAGC-3’
and EGFPR: 5- GCGGTCACGAACTCCAGCAGG-3°); mPLA; (mPLAgF:
5GGTACCTGGCAAATCAGGGATAGG-3’ and mPLAzR: 5-
GGATCCCTATCAGGCGTAGTCGG-3) and Actin (ActinF:
5AAGGTGTGATGGTCGGTA-3 and ActinR: 5-TCATTGCCCCACCAGAAC-3’;
Krebs et al.,2002) genes have been used.

2.5. mPLA; RNA expression

Mosquito midguts were dissected from transgenic and wild type mosquitoes
several time-points after a blood feeding. All tissues were immediately frozen in an
ethanol/dry-ice bath and stored at —80°C. Total RNA was extracted with Trizol
reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. First-strand cDNA
synthesis was performed with SuperScript Il reverse transcriptase (Invitrogen)
according to the manufacturer’s protocol with 0.5 ug total RNA from each sample
as a template for the reactions and oligo-dT primer. To avoid genomic DNA carry
over, total RNA has been treated with RQ1 RNase-free DNase (Promega). After
cDNA synthesis, oligonucleotides specific to the mPLA, fragment (AGPERF - 5’
GTGTGGTGCTACTGTTGGC; PLAMR -5 GGATCCCTATCAGGCGTAGTCGG —
3’) were used to mPLA, gene amplification in a PCR (95°C, 2min and 30 cycles of
95°C, 1min; 55° C 1min; 72° C 1min). As a control we used a ribosomal RNA
specific gene (Gentile et al., 2005) (RP49 F: 5'-
GTGAAGAAGCGGACGAAGAAGTT-Z and RP49 R: 5-
TGCATCATCAGCACCTCCAGC-3’) (95°C, 2min and 30 cycles of 95°C, 1min;
61°C 1min; 72° C 1min).

2.6. Midgut immunostainings

Midguts from transgenic and non-transgenic mosquitoes fed on naive mice
were dissected in phosphate-buffered saline (PBS; 130 mM NaCl, 7 mM Na;HPOy4,
3 mM NaHyPO4. H20, pH 7.4) and fixed for 2h in 4% paraformaldehyde. Fixed
tissues were washed with PBS three times for 5min and blocked in RPMI medium
for 2h, at room temperature. In between each of these steps, midguts were washed
twice for 5min in PBS. The anti-rabbit PLA, (Nordic) was diluted in blocking
solution AC Dako (1:2000) (Dakocytomation) at 4°C overnight. Secondary antibody
conjugated to Alexa 488 (Molecular Probes, Eugene,OR) was used at 1:500 in Ac
Dako for 2h incubation at room temperature. After each antibody incubation, the
tissue was washed three times for 5min with PBT (1% bovine serum albumin, 0,2%
Triton in PBS pH 7.5). The nuclei were counterstained with a 4’6’-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) solution (14mM) dilution of PBT for 10min. Immunostainings
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were analysed by confocal microscope (LSM510,Zeiss) at magnifications of 200x
and 400x, 505-550nm filter.

2.7. Plasmodium gallinaceum blocking experiments

Plasmodium gallinaceum strain 8A parasites were inoculated (via i.p.) in
2day-old chicks and parasitemia checked daily via Giemsa stained blood smears.
Transgenic and non-transgenic mosquitoes (3-5 days old) maintained with sugar
supplemented with 0.5g/L p-aminobenzoic acid (PABA) plus 0.025% gentamicine,
were fed on chickens with 10-15% parasitemia with the presence of gametocytes.
Fully engorged mosquitoes were separated after 24h and kept at 27°C with 10%
sugar solution. On day 7, midguts were dissected and staining with
mercurochrome (2% solution) and the number of oocysts per midgut was
determined in a microscope (DIC-100x). The head has been separated from the
thorax in order to screen, on a fluorescence stereoscope, which midguts belonged
to each transgenic or non-transgenic mosquitoes. That procedure was done by
another person in a double blinded method to avoid any interference with oocyst
counting.

2.8. Statistical analysis

The blocking ability of transgenic mosquitoes expressing the mPLA, towards
P. gallinaceum was analyzed with the non-parametric Mann-Whitney test, at 5%
probability.

3. Results

By site directed mutagenesis it was possible to generate two point mutations
in the bee venom phospholipase A, coding sequence, which implicated in amino
acids changes and consequently inactivated the enzyme. This approach has been
pursued because Zieler et al. (2001) have shown that even the inactive venom
PLA.s are able to block Plasmodium spp.

We have used a mosquito midgut specific promoter (AgPer1) to drive the
expression of the mPLA; in a transposon mediated strategy. By embryo
microinjection we were able to generate and establish four independent
mPLA,-expressing transgenic stable lines. Expression of the EGFP marker gene
was detected by fluorescence microscopy by screening the G1 larvae and had the
same pattern previously observed in other mosquito species (Kokoza et al., 2001;
Ito et al., 2002; Kim et al., 2004) (Figure 1).

By PCR, it was possible to amplify both marker (EGFP)(645 bp) and effector
genes (mPLA)(480 bp) only in transgenic lines and as a control, the
Aedes aegypti Actin gene (Krebs et al., 2002) has been used, which amplified a
882bp fragment (Figure 2).

In order to check whether the AgPer1 promoter could drive the expression of
the mPLA, in mosquito midguts we performed RT-PCR in samples collected before
(sugar fed midguts) and blood fed mosquito midguts (at 8 and 48 h post blood
meal). Indeed, the peritrophin | protein promoter was able to drive the production of
mPLA, specifically in mosquito midguts of all four transgenic lines. As already
reported by Devenport et al. (2004) there was no modification on mRNA production
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after a blood meal (Figure 4). In other mosquito tissues no mPLA,; mRNA has been
detected (data not shown), as expected.

The presence of mPLA, protein has been detected by immunostaining of
mosquito midguts using a confocal microscope. As shown in Figure 5, the mutated
PLA, was detected on epithelial cells of blood fed intact midguts using a
commercial polyclonal anti bee venom PLA,.There is a diffuse pattern of protein
localization throughout the entire organ. In non-transgenic mosquito midguts there
was no protein signal, as expected. Specificity of the polyclonal antibody has been
detected by Western blots using commercial bee venom PLA; and the protein was
easily recognized by the commercial IgG (data not shown).

The effect of the mPLA; to the avian malaria parasite, P. gallinaceum, has
been studied by feeding transgenic and non-transgenic female mosquito on the
same infected chickens and by counting the number of Plasmodium oocysts in
mosquito midguts seven days after infection. At least three independent
experiments have been performed for each transgenic line. Although the inhibitions
were not too high, there was a significant effect of the expression of the mPLA;
towards malaria parasite development, when compared to non-transgenic siblings
(Table 1). When infected mosquitoes were maintained for 15 days and had their
salivary glands removed to check for the presence of sporozoites, transgenic
mosquitoes had significantly less parasites than non-transgenic adult females (data
not shown).

4. Discussion

This is the first report on generation of transgenic Aedes fluviatilis
mosquitoes bearing a parasite blocking molecule. The purpose of expressing the
inactive bee venom PLA, was based on our previous observations that transgenic
Anopheles stephensi mosquitoes expressing the active enzyme had significantly
reduced their egg production (Moreira et al., 2004), probably due to midgut
epithelia damage (Abraham et al., 2005), which compromised nutrient absorption.
That effect was not observed by Zieler et al. (2001) who firstly reported the
Plasmodium blocking feature of venom PLAzs. When those authors chemically
inactivated the enzyme, mixed with a parasite-enriched blood meal and fed female
mosquitoes, no fitness related problems have been detected.

The idea of using midgut specific promoters to express potential parasite
effector molecules has been pursued in different studies (Ito et al., 2002; Moreira et
al., 2002; Kim et al., 2004; Abraham et al., 2005). As the parasite early sporogonic
stages develop within the mosquito midgut environment, the expression of a
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Figure 1.

Green fluorescent protein expression pattern in different life stages of transgenic
Ae. fluviatilis mosquitoes. A, B and C: non-transgenic larva, pupa and adult mosquito. D,
E and F: transgenic larva, pupa and adult mosquito, respectively.
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Figure 2.

PCR amplification of the EGFP, m PLA, and Actin genes from genomic DNA isolated
from non-transgenic and transgenic Ae. fluviatilis larvae: Genomic DNA from
non-transgenic (NT) and transgenic larvae from 4T, 8T, 9T, 10T lines were amplified by
PCR with primers specific to each target gene (A: EGFP; B: m PLA,, C: Actin). M: 100 bp
DNA marker; c(-): no DNA; 4T, 8T, 9T, 10T: transgenic lines; NT: non-transgenic; c(+):
pBacEGFPAgPerPLA,m (in A and B) and Ae. aegypti genomic DNA (C).
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Figure 3.

mPLA,; mRNA expression in Ae. fluviatilis transgenic lines: Total RNA samples isolated
from non-transgenic and transgenic mosquito (4T, 8T, 9T and 10T) midguts (before and
after a blood meal) were subjected to RT-PCR analysis using primers specific to the
mPLA; gene (A), to the rRNA gene RP49 (ribossomal RNA) (B) or as a control, without the
reverse transcriptase enzyme. M1: 100 bp DNA marker; M2: 1Kb plus DNA marker; c(-):
no cDNA; NT: non-transgenic; 4T: transgenic line; c1(+): pBacEGFPAgPerPLA.m (in A)
and Ae. fluviatilis cDNA (in B).
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Figure 4.

Immunofluorescence staining of transgenic mosquitoes midgut by anti-PLA,: (A)
fixed midgut from non-transgenic mosquito, (B) incubated with secondary anti rabbit -IgG
only, (C) treated with anti-rabbit PLA, and secondary antibody, (D) plus DAPI staining, (E)
fixed midgut from 4T transgenic mosquito, (F) 4T midgut treated with secondary anti
rabbit -IgG only, (G) 4T treated with anti-rabbit PLA, and secondary antibody, (H) plus
DAPI staining (Scale bar = 20 uym).
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Table 1: Effect of expression of mPLA; in transgenic Aedes fluviatilis towards
P. gallinaceum oocyst formation

157

Experiment  Mosquitoes  Prevalence® Oocyst” Inhibition®
1 Control 96% (43/45) 51.9 (0-170) -
47 86.2% (25/29) 26 (0-63) 49.9%
2 Control  96.4% (27/28)  41.9 (0-148) -
47 75% (21/28) 13.4 (0-136) 68%
3 Control 90% (29/32) 83.6 (0-287) -
4T 86% (19/22)  40.1 (0-168) 52%
4 Control  87.5% (35/40)  104.75 (0-240) -
4T 71% (16/21) 65.6 (0-259) 37.3%
5 Control  80.6% (25/31)  26.4 (0-136) -
8T 75.6% (31/41)  19.4 (0-120) 26.5%
6 Control 74% (20/27) 12.7 (0-50) -
8T 59% (13/22) 4 (0-44) 68.5%
7 Control  85.2% (41/49) 48 (0-213) -
8T 75% (23/30) 34 (0-200) 21.9%
8 Control  83.3% (30/36)  34.8 (0-160) -
oT 71.4% (15/21)  20.5 (0-64) 41.2%
9 Control 100% (39/39) 49.8 (1-172) -
oT 80.9% (17/21)  41.2 (0-184) 17.5%
10 Control  78.3% (18/23)  11.9 (0-71) -
oT 65% (13/20) 8.6 (0-40) 27.7%
11 Control  87.5% (21/24) 7.5 (0-56) -
10T 81.8% (9/11) 3.8 (0-9) 49.3
12 Control 93% (38/40) 63.8 (0-212) -
10T 50% (10/20) 27.1 (0-124) 57.5%
13 Control 100% (32/32)  120.4 (12-291) -
10T 85.7% (19/21)  84.4 (0-198) 30%

 Percentage of infected (actual numbers in parenthesis).

® arithmetic mean of oocyst number per mosquito gut. The range of observed values is
indicated in parenthesis.

°100 — [(mean oocyst number per gut in transgenic mosquitoes/mean oocyst number per
gut in control mosquitoes) x 100]. Reduction of oocyst number/gut was significant (P-value
was < 0.05 for all lines) as calculated by the Mann-Whitney test.
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Supplementary material
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Figure S1.

MPLA, mRNA expression in Ae. fluviatilis transgenic lines: Total RNA samples from
non-transgenic and transgenic (4T) mosquito midguts were subjected to RT-PCR using
oligonucleotides specific to the mPLA, gene (A) and to the rRNA gene RP49 (B). The
amplicons were analyzed in ethidium bromide stained agarose gels (1%). M1: 100pb
marker; M2: 1kb plus DNA marker; c(-): no DNA; 4T: transgenic line; S: non-transgenic
mosquito; c(+): pBacEGFPAgPerPLA,;m.
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